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1          Einleitung
Die zahlreichen Möglichkeiten einer Manipulation der Keimzelle und der frühembryonalen
Entwicklung der Säugetiere werden international sehr intensiv untersucht. Ein spezielles
Verfahren ist der Kerntransfer, das neben der Produktion von genetisch identischen
Mehrlingen vor allem in der Grundlagenforschung zur Klärung genetischer und
reproduktionsbiologischer Fragestellungen Anwendung findet. Aufgrund der niedrigen
Erfolgsrate des Methodenkomplexes Kerntransfer kann dieses Verfahren noch nicht im
vollem Umfang in der tierzüchterischen Forschung und Praxis eingesetzt werden.
Unsere Arbeitsgruppe beschäftigt sich seit einigen Jahren mit den Methoden des
Kerntransfers und dessen assoziierten Techniken (Ovulationsinduktion, künstliche Besamung,
Gewinnung, Kultivierung und Eileitertransfer) unter Einbeziehung von selektiv stark
divergierenden Linien bzw. Rassen des Modelltieres Kaninchen. Zielsetzung der
Untersuchungen ist die Analyse des Imprinting-Phänomens auf Differenzierung,
Morphogenese, Vitalität und postnatale Wachstumsprozesse sowie der Einfluß der
extrachromosomalen/zytoplasmatischen Effekte auf Entwicklungs- und Wachstumsvorgänge.
Die Analyse des Imprinting-Phänomens soll durch Transplantation reziproker
Kernkombinationen in identisches Zytoplasma erfolgen. Durch experimentelle Erzeugung von
kerngenetisch identischen, aber zytoplasmatisch verschiedenen Embryonen (und umgekehrt)
soll die Analyse des Einflusses extrachromosomaler Effekte sowie die Abschätzung der
Abhängigkeit der extrachromosomalen Effekte vom kerngenetischen Hintergrund ermöglicht
werden.
Bislang blieben die Bemühungen der Arbeitsgruppe erfolglos, um aus mikrochirurgisch
entkernten und mit Nuclei von Kernspendern fusionierten Eizellen, nach deren Transfer auf
Ammentiere, lebende Nachkommen zu erhalten. Trotz zahlreicher Variationen zur
Optimierung der Einzelschritte wurde kein Jungtier geboren, obgleich die Methode des
Embryotransfers unbehandelter Eizellen vergleichsweise sehr gute Ergebnisse bringt.
Daher bestand das Ziel dieser Arbeit, mit der Anwendung eines UV-Lasers eine neue,
eventuell schonendere, die Entwicklungsfähigkeit behandelter Zellen weniger
beeinträchtigende neue Methode des Kerntransfers experimentell zu bearbeiten.
Das wachsende Interesse der Wissenschaftler an den Möglichkeiten und Potenzen der
Lasertechnologie verlangt ein besseres Verständnis der Laserinteraktionsprinzipien. Deshalb
ist es erforderlich, sich mit den Vor- und Nachteilen dieser Technik vertraut zu machen. Für
den Einsatz des Lasers im Methodenkomplex Kerntransfer sind grundlegende Kenntnisse
über die Arbeits- und Wirkungsweise der Laserstrahlen an und in der Eizelle notwendig.
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2             Literaturübersicht
2.1          Entwicklung und Differenzierung der frühen Embryonalstadien des Kaninchens
als Grundlage für die Mikromanipulation
2.1.1        Zyklus des Kaninchen
Nach SCHLEY (1985), MICHEL (1986) und DORN (1998) ist beim Kaninchen die
Geschlechtsreife mit 3-4 Monaten und nach DORN (1998) die Zuchtreife mit 6-8 Monaten
erreicht. Mit der Geschlechtsreife ist ständig eine genügend große Anzahl reifer Follikel
vorhanden, die ovuliert werden können (PINGEL u. EL-EZZ 1980). Die Ovulation wird als
Besonderheit des Kaninchens von außen, durch die Reize des Deckaktes, ausgelöst (SEIDEL
1955; JANIAK 1971). Der Eisprung kann auch durch einen Rammler (ohne Kopulation), eine
Häsin oder eine Hormoninjektion (Gn-RH-Präparat) hervorgerufen werden (WENZEL 1971).
Diese äquivalenten Reize lösen afferente Impulse des peripheren Nervensystems aus. Damit
wird die Ausschüttung von Gonadotropin-Releasinghormon (Gn-RH) aus dem Hypothalamus
induziert, welches die Freisetzung der gonadotropen Hormone FSH (Follikelstimulierendes
Hormon) und LH (Luteinisierungshormon) aus der Hypophyse steuert. Durch eine
ausreichende Menge LH im Blut wird die Ovulation reifer Eizellen in den Eierstöcken
ausgelöst (PINGEL u. EL-EZZ 1980).
Dem steht ein zyklischer und spontaner Eisprung der meisten Säugetiere, so auch der
landwirtschaftlichen Nutztiere wie Schwein, Rind und Pferd, gegenüber (EVERETT 1961).
Beim Kaninchen findet die Ovulation ca. 10 Stunden, mit einer Variation von 9,75-13,25
Stunden, nach der Paarung statt (zit. nach ADAMS 1972). Zur Aufrechterhaltung der
Trächtigkeit erfolgt nach dem Eisprung die Umbildung der verbliebenen Follikelzellen in
Gelbkörper (Corpora lutea; C.l.), welche Progesteron synthetisieren (FISCHER 1981).
Progesteron hemmt in einem negativen Feed-Back-Mechanismus die Ausschüttung von LH
(GOTTSCHEWSKI u. ZIMMERMANN 1973). Weiterhin stimuliert es das Wachstum der
uterinen Drüsen und ermöglicht die Nidation der Embryonen im Endometrium. Zwei
befruchtete Eizellen genügen, um eine Regression der Gelbkörper ab dem 17. Tag post
coitum (p.c.), mit verbundenem Abbruch der Trächtigkeit, zu verhindern (ADAMS 1970).
Erfolgt nach der Ovulation keine Befruchtung der Eizellen, werden Gelbkörper gebildet und
damit eine Pseudogravidität für eine Dauer von 14-16 Tagen aufrechterhalten (WENZEL
1971).
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2.1.2 Embryonalentwicklung beim Kaninchen
Die frühe Embryonalentwicklung bildet die Grundlage für die Mikromanipulation im Rahmen
von Kern- und Embryotransferexperimenten.
Die männlichen Keimzellen, die Spermien, wurden erstmalig von Anton van Leeuwenhoek
vor ca. 300 Jahren beschrieben (FREYE 1980). Bereits 1827 entdeckte
K. E. von BAER die weiblichen Keimzellen beim Hund. Zuvor verwechselte REGNIER
DE GRAAF (1672) die nach ihm benannten Follikel noch mit Eizellen (MICHEL 1986).
Die Eizellen besitzen eine runde Form, wobei ihr Durchmesser beim Kaninchen 125 bis
160 µm beträgt. Die Größe ist vom Zytoplasmagehalt abhängig. Die Eizelle wird von
Eihüllen umgeben. Die Zellmembran (Plasmolemm) bildet die primäre Hülle. Dieser schließt
sich bei allen Vertebraten die sekundäre Hülle (Oolemm) als 6-10 µm dicke Membran an. Das
Oolemm (Zona pellucida) hat eine tierartspezifische Zusammensetzung und wird vorwiegend
von den Follikelepithelzellen gebildet. Deshalb können nur Spermien der eigenen Art die
Zona pellucida durchdringen und die Eizelle befruchten. Nach Angaben von MICHEL (1986)
können tertiäre Eihüllen durch die Schleimhaut des Eileiters bzw. des Uterus gebildet werden.
Als Besonderheit beim Kaninchen findet sich als Tertiärhülle eine Mukoproteidschicht. Diese
entsteht durch sekretproduzierende Zellen der Eileiterschleimhaut. Die präimplantative
Embryonalentwicklung beginnt mit der Befruchtung der weiblichen Eizellen durch die
Spermien und endet mit der Implantation der Embryonen im Uterus.
Abb. 1:  Schema über die frühe Embryonalentwicklung des Kaninchens (FISCHER 1981;
   modifiziert nach  PORZIG 1995)
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Beim Kaninchen findet die Ovulation ca. 10 Stunden nach dem Deckakt statt. Dadurch wird
die Meiose 1 weitergeführt und der erste Polkörper in den perivitellinen Raum ausgestoßen.
Somit wird das Follikelei zur sekundären Oozyte (SEIDEL 1955; GOTTSCHEWSKI u.
ZIMMERMANN 1973). Nachdem die Oozyte den Ort der Befruchtung, die Ampulle des
Eileiters, erreicht hat, kommt es zur Befruchtung. Das Eindringen des Spermatozoons dauert
etwa eine Stunde und ist ca. 12 h p.c. beendet. Die Spermatozoen sind für ca. 30 Stunden im
Kanincheneileiter befruchtungsfähig. Demgegenüber sind die Eizellen nur für ca. 7 Stunden
befruchtungsfähig. Werden sie in diesem Zeitraum nicht befruchtet, gehen sie zugrunde. Nach
FISCHER (1981) hemmt eine zu späte Befruchtung die normale Frühentwicklung des
Kaninchenembryos. AUSTIN (1967) fand bereits 7 Stunden nach der Ovulation an nicht
befruchteten Eizellen erhebliche Degenerationserscheinungen. Zum Zeitpunkt der Ovulation
liegt ein doppelter (2n = 44) Chromosomensatz in der Oozyte vor. Durch eine erfolgreiche
Befruchtung kommt es zum Abschluß der Meiose 2. Damit ist eine Reduktion auf den
haploiden Chromosomensatz verbunden. Der reduzierte andere haploide Chromosomensatz
wird ca. 4 Stunden nach der Ovulation als zweiter Polkörper in den perivitellinen Raum
ausgestoßen. Somit ist durch die Zahl der Polkörper der Nachweis einer Befruchtung möglich.
Nach PINCUS (1939) ist die Teilung zum haploiden Chromosomensatz mit Ausschleusung
des zweiten Polkörpers ein erstes Zeichen für eine erfolgreiche Aktivierung der Oozyte. Mit
der Aktivierung sind verschiedene morphologische und biochemische Veränderungen
verbunden, die als das „Erwachen“ der Oozyte bezeichnet werden können (YANAGIMACHI
1988; zit. nach COLLAS 1989).
Durch Aufhebung von Inhibitionssystemen und durch Enzymaktivation wirkt die Befruchtung
aktivierend auf das Einsetzen der „Mikromorphogenese“. Die Aktivierung äußert sich in einer
Veränderung der Anordnung der Zytoplasmabestandteile und in der Anhebung des
respiratorischen Metabolismus sowie in der Aktivierung der bisher blockiert gewesenen
Proteinsynthese (FIORONI 1987). Für PINCUS (1939) ist die Befruchtung ein Vorgang, bei
dem sehr viele Spermien die Zona pellucida erreichen, wenige bis in den perivitellinen Raum
vorstoßen und nur ein Spermium mit der Oozyte verschmilzt. Nach Vollendung der zweiten
Reifeteilung (Meiose 2) wird aus den verbliebenen Chromosomen der Eizelle der weibliche
und aus den Chromosomen des Spermiumkopfes der männliche Vorkern (Pronuclei) gebildet.
Diese Pronuclei wachsen zu einer beachtlichen Größe heran, sind blasenförmig und besitzen
zahlreiche Nucleoli. Sie bewegen sich aufeinander zu und treffen sich im Zentrum der Eizelle
(SCHNORR 1985). Während dieser Phase erfolgt mit dem Wachstum die identische
Reduplikation des Genmaterials als Vorbereitung auf die erste Furchungsteilung. Der
Vorgang der Vorkernverschmelzung (Syngamie) wird eingeleitet mit Schrumpfung der Kerne
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und Verminderung der Nucleoli. Schließlich verschwinden die Kernmembranen, und die
Chromosomen bilden sich heraus. Mit der Vermischung (Amphimixis) der Chromosomen
und ihrer Anordnung in der Teilungsebene ist die Syngamie vollendet. Es ist die Zygote mit
diploidem Chromosomensatz entstanden und damit die Endphase der Befruchtung und die
Prophase der ersten, mitotischen Furchungsteilung erreicht (SCHNORR 1985). Die Zygote
zeigt, nach einer artspezifisch eng begrenzten Zeit, äußerlich die Furchung. Hierbei geht der
Plasmateilung die Kernteilung voraus. Die eigentliche Ursache für die Teilung ist unbekannt,
wird aber im Zytoplasma (Modell: Seeigeleier) vermutet (MOORE 1933). 1969 nannten
LONGO und ANDERSON einige Gründe für die Bildung der ersten Teilungsfurche bei der
Kaninchenzygote. FIORONI (1987) vermutet eine „kritische Spannung“ in der Kern-Plasma-
Beziehung als Auslöser der Furchungsteilung. Im Verlauf der weiteren Teilungen wird das
ursprüngliche Plasmamaterial auf die neu gebildeten Blastomeren aufgeteilt. Damit ist die
Furchung nicht mit Wachstum kombiniert. Allerdings wird das Verhältnis Kern und
Zytoplasma zugunsten des Kernmaterials verschoben. Dadurch wird die in der Eizelle
ursprünglich vorhandene abnorme Kern-Plasma-Relation am Ende der Furchung in den
Blastomeren wieder dem Wert adulter Zellen angeglichen (SCHNORR 1985). Bereits nach
vier oder fünf Teilungen ordnen sich bestimmte Blastomeren innen und außen an. Dadurch
wird die weitere Entwicklung festgelegt. Aus der Furchung geht die Morula hervor. Sie
besteht aus der epithelartigen, äußeren Zellschicht und der Inneren Zellmasse (ICM). Die
äußeren Zellen werden zu extraembryonalen Trophoblastzellen, die zur Implantation in der
Uteruswand dienen. Aus den inneren Zellen der ICM wird der eigentliche Embryo (oder
Embryoblast). Aus dem Trophoblasten geht das Chorion hervor. Durch Flüssigkeitsaufnahme
aus dem Uteruslumen, Hohlraumbildung und Zellverlagerung entsteht aus der Morula die
Keimblase, die Blastozyste (SCHNORR 1985). Die Blastozyste hat mit dem
flüssigkeitsgefüllten Blastocoel im Inneren eine morphologisch markante Formation und
schlüpft aus der Zona pellucida, nachdem eine Trophoblastenzelle eine Protease produziert,
und die Zona pellucida örtlich aufgelöst hat. Dies ist die Voraussetzung, daß die Blastozyste
im Uterusepithel implantieren kann (WEHNER u. GERING 1990). Nach dem Eintritt
unbefruchteter Eizellen in den Uterus werden diese innerhalb kurzer Zeit resorbiert
(PINCUS 1930). Mit der Differenzierung zur Blastozyste sind die wesentlichsten Frühstadien
der Embryonalentwicklung des Kaninchens beschrieben. Dazu sind in Tabelle 1 die
Zeitangaben (in h p.c.) verschiedener Autoren zu den einzelnen Entwicklungsschritten kurz
zusammengefaßt.
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Tab. 1: Vergleich der Angaben verschiedener Autoren zur Embryonalentwicklung des
  Kaninchens  (in h p.c.) nach PORZIG (1998)
Autoren
Vorgang
Gregory (1930) Zimmerman (1964) Blandau (1969)3) Fischer (1981)
Belegung
Ovulation
Bildung des 2.Polkörpers
Bildung der Vorkerne
Beginn 2-Zell-Stadium
Beginn 4-Zell-Stadium
Beginn 8-Zell-Stadium
Beginn 16-Zell-Stadium1)
Beginn 32 Zell-Stadium
Beginn Morula2)
Beginn Blastozyste
Übergang in den Uterus
Beginn der Implantation
0
ca. 10
/
/
ca. 22,5
ca. 25,5
32 bis 40
ca. 40,5
ca. 47
/
ca. 70
ca. 70
/
0
ca. 10
12
12 bis 17
22 bis 24
ca. 30
ca. 37
ca. 44
/
/
/
72 bis 80
ca. 168 (7 d)
/
/
/
/
24 bis 28
28
32 bis 40
40 bis 47
ca. 48
/
ca. 75
70 bis 75
/
0
ca. 10
14
/
24
28
36
44
/
60
72
/
162 (6 d und 18 h)
1) nach GREGORY (1930) und ZIMMERMANN (1964) wird ab dem 16-Zellstadium von der Morula gesprochen
2) nach FISCHER (1981) werden Stadien mit mehr als 32 Blastomeren als Morula bezeichnet
3) zit. nach BOCHOW (1978)
Nach FISCHER (1981) kommt es zur eigentlichen Implantation mit Plazentabildung etwa am
8. Tag p.c.. Bis zu diesem Zeitpunkt (mit 6 Tagen und 18 Stunden beginnend) besteht beim
Kaninchen eine Dottersack- oder Omphaloplazenta als vorübergehende Anheftung. Am Ende
des 10. Tages p.c. ist der Kontakt zu den Blutgefäßen der Mutter hergestellt. Bis zu diesem
Stadium kommt es zu weiteren Zellteilungen und einer Größenzunahme der
Kaninchenembryonen, aber nicht zu deutlichen morphologischen Veränderungen.
Für eine erfolgreiche Gravidität ist die synchrone Entwicklung von Endometrium und
Embryo die Grundvoraussetzung (HERRLER u. FISCHER 1993). Um eine Implantation des
Embryo im Uterus zu ermöglichen, transformiert dieser unter endokriner Kontrolle des Ovars.
Unter dem Einfluß des in den Gelbkörpern gebildeten Progesterons bildet sich das
Endometrium um und sezerniert in der Präimplantationsphase das Uteroglobin. Dieses
Uterusprotein wird von den Blastozysten aktiv aufgenommen und ist eine typische
Besonderheit des Kaninchens (FISCHER 1981).
Das pränatale Verlustgeschehen beim Kaninchen wurde von verschiedenen Autoren
untersucht. Die meisten Autoren unterschieden dabei prä-und postimplantative Verluste.
FISCHER (1981) beschreibt die Zygote und die sich differenzierende Blastozyste als
besonders empfindliche Embryonalstadien. Insgesamt sterben ca. 30 % der ovulierten
Eizellen bzw. Embryonen während der Trächtigkeit ab. Von besonderer Bedeutung ist die
Embryonenanzahl pro Häsin. Tragen Häsinnen lediglich einen Fötus, beenden nur ca.
20 % dieser Häsinnen die Trächtigkeit. Sind 2 Embryonen vorhanden, beenden schon 85 %
der Häsinnen die Trächtigkeit.
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2.2 Techniken zur Manipulation vorimplantärer Entwicklungsstadien beim Kaninchen
2.2.1 Gewinnung der Oozyten und Embryonen
Der Gewinnungszeitpunkt der frühen Embryonalstadien nach ovulationsauslösendem Reiz ist
vom gewünschten Entwicklungsstadium abhängig. Durch biotechnische Maßnahmen (Einsatz
von FSH- oder PMSG-Präparaten) ist es möglich, daß Häsinnen überdurchschnittlich viele
Eizellen ovulieren (Superovulation). Grundsätzlich läßt sich die Embryonengewinnung darin
unterscheiden, ob sie am lebenden oder toten Tier vorgenommen wird. Aus dem Alter der
benötigten Entwicklungsstadien und ihrem Aufenthaltsort im weiblichen Geschlechtstrakt
ergibt sich der Ort der Gewinnung (aus Eileiter oder Uterus).
Eine Methode zur Gewinnung von Embryonen am lebenden Tier wird von GABLER (1970)
beschrieben. Hierbei erfolgt nach Narkotisierung und Eröffnung der Bauchhöhle die
Einführung eines Polyethylenschlauches über das Infundibulum 1-2 cm in den Eileiter und
dessen Befestigung mittels einer Kunststoffklammer. Mit Hilfe einer Knopfkanüle erfolgt die
Spülung. Dazu wird das Uterushorn in der Nähe der uterotubalen Verbindung punktiert.
Am getöteten Tier erfolgt nach Eröffnung der Bauchhöhle die Entnahme der Eileiter bzw. des
Uterus. Anschließend werden die Eileiter in Richtung der Uterushörner gespült (ADAMS
1982; CLEMENT-SENGEWALD 1988). In dem aufgefangenen Spülmedium sind die
Embryonalstadien enthalten und können mit Hilfe eines Mikroskops aufgesucht und
gewonnen werden. Die Kaninchen werden durch Genick- oder Kopfschlag betäubt. Die
Tötung erfolgt durch Ausbluten nach Eröffnung der Halsschlagader.
2.2.2 Kultivierung embryonaler Frühstadien
Vom Kultursystem ist der Erfolg einer biotechnologischen Methode abhängig. Deshalb sollte
die In-vitro-Kultivierung eine Weiterentwicklung bis zum Blastozystenstadium ermöglichen.
Für MAURER (1978) ist für eine kurzfristige Kultur von Kaninchenembryonen
(z B. zwischen Gewinnung und direkt anschließendem Embryotransfer) ein einfacher
Brutschrank mit einer Temperatur von 37 ± 1°C ausreichend. FISCHER und BAVISTER
führten 1993 Messungen der Sauerstoffkonzentrationen im Eileiter und Uterus durch und
ermittelten Werte von 3,5 % bis 9 %. Weiterführende Untersuchungen von LINDENAU und
FISCHER (1994) erbrachten eine signifikant bessere Entwicklungsfähigkeit der Embryonen
in einer Atmosphäre mit vermindertem Sauerstoffgehalt.
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Auch ein Überschichten des die Embryonen enthaltenden Mediumtropfens mit Paraffinöl ist
möglich. Erstmals wendete BRINSTER (1962) die Ölabdeckung erfolgreich bei der Kultur
von Mäuseembryonen an. GABLER (1970) und OGAWA et al. (1971) prüften die
Weiterentwicklung von Kaninchenembryonen und konnten bei Kultur mit Ölabdeckung die
Blastozystenrate verbessern. Der Vorteil der Ölabdeckung besteht darin, daß die Verdunstung
des Wassers im Medium verhindert wird (MODLINSKI u. SMORAG 1991). Für
RODRIGUES (1981) bildet die Ölabdeckung eine gute Voraussetzung zur Erhaltung der
Keimfreiheit des Mediums.
Nach FISCHER (1988) liegt eine eintägige Kultur im Toleranzbereich der Embryonen, in
dem eine Regulation oder Kompensation der erlittenen Schäden möglich ist. Der Autor stellte
fest, daß eine physiologische Entwicklung in vitro nicht möglich ist und die pathologischen
Veränderungen mit steigender Kulturdauer zunehmen. Nach methodischen Untersuchungen
der Einflußfaktoren auf die In-vitro-Entwicklung von Embryonen fand der Autor, daß schon
eine Stunde Lichtexposition die Entwicklungsfähigkeit beeinträchtigt. Hingegen wird eine
Senkung der Temperatur auf Raumtemperatur länger toleriert (FISCHER 1987).
Bei der in vitro-Kultur werden grundsätzlich die gleichen Methoden für natürlich befruchtete,
in vitro befruchtete und auch für kerntransplantierte Embryonen verwendet. Der
Kaninchenembryo diente oft als Modell, an dem die Zusammensetzung der Kulturmedien und
die Frage nach essentiellen Substanzen geprüft wurde. Bei diesen Untersuchungen wurde
zunächst festgestellt, daß für die ersten Teilungsschritte der Embryonen einfache
Nährlösungen ausreichen (HAMMOND 1949; PURSHOTTAM u. PINCUS 1961; ONUMA
et al. 1968). Die geforderte Weiterentwicklung der Embryonen bis zum Morula- oder
Blastozytenstadium gelang erst, als der Nährlösung, wie HAM`F 10, TC 199 oder EBSS, ein
Serum zugesetzt wurde. Allerdings ist die Frage der Eignung des Zusatzserums
unterschiedlich bewertet worden. PURSHOTTAM und PINCUS (1961) hielten homologes
Serum für den optimalen Zusatz. Demgegenüber ermittelten MAURER et al. (1970) eine
höhere Blastozystenrate (90 %) bei Verwendung von Rinderserum als mit Kaninchenserum
(43 %). GABLER (1970) führte umfangreiche Untersuchungen über die Serumzugabe zur
in vitro-Entwicklung von Kaninchenembryonen durch. Sie setzte verschiedene Kulturmedien
und andere physiologische Lösungen mit Serumzusätzen ein. Die Frage nach der optimalen
Serumzugabe konnte aber auch nicht völlig geklärt werden. In weiteren Untersuchungen hat
sich dann mehr die experimentell gewonnene Erfahrung durchgesetzt, daß heterologes Serum
wohl besser geeignet ist (CHANG 1949; ONUMA et al. 1968; MAURER et al. 1970;
zit. nach ILLERA DEL PORTAL 1982). Als geeignetste Methode wird der Zusatz von
10-20 % fötalem Kälberserum (FKS) angesehen.
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Neuere Arbeiten beschäftigen sich vor allem mit der Entwicklungsfähigkeit von
manipulierten Kaninchenembryonen in vitro. COLLAS und ROBL (1990) fanden höhere
Aktivierungsraten elektrisch stimulierter unbefruchteter Oozyten nach der Verwendung von
bikarbonatgepufferter Earle`s Balanced Salt Solution (EBSS) + 10 % FKS als nach
Verwendung von HEPES-gepufferter EBSS oder PBS (mit oder ohne FKS). Zur Kultur von
Vorkern-Zygoten verwendeten DUBY et al. (1991) sowie COLLAS et al. (1991)
Peritonealflüssigkeit vom Kaninchen (rabbit peritoneal fluid; RPF) und konnten eine sehr
hohe Rate von geschlüpften Blastozysten (73 %) feststellen. COLLAS und ROBL (1991a)
berichteten erstmals von der erfolgreichen Verwendung der Glaskörperflüssigkeit des Auges
(Humor vitreus) als Kulturmedium. PORZIG (1998) stellte die Überlegenheit des Humor
vitreus im Vergleich zu synthetischen Kulturmedien heraus.
In Tabelle 4 sind aktuelle Angaben verschiedener Autoren zur Kultivierung von
Kaninchenembryonen zusammengefaßt.
Tab. 2: Angaben verschiedener Autoren zur Kultivierung von Kaninchenembryonen nach
  PORZIG (1998)
Autoren Medium Entwicklung
n
Stadium bei
Beginn
expandierte
Blastozyste
Rate in %
GABLER (1970) TCM 199 + 20 % KS2) 407 2-8-Zell 170 41,7
ILERA DEL PORTAL (1982) TCM 199HAM `s F10
32
32
8-Zell
8-Zell
17
19
53,1
59,4
OZIL und MODLINSKI(1986) B2 91 2-Zell 79 86,8
YANG et al. (1990) M 199 + 1,5 % BSAund Earle `Salzen 66 16-Zeller 63 95,5
COLLAS und ROBl (1990) EBSS + 10 % FKS 44 manip.unbefr.Oozyten3) 34 77
COLLAS et al (1991)
sowie DUBY et al. (1991)
EBSS + 10 % FKS
RPF4)
33
161
1-Zell
1-Zell
24
130
73
81
COLLAS und ROBL (1991) Humor vitreus 50 manip.unbefr.Oozyten5). 35 70
SCHLICH (1994) TCM 199 + 10 %FKS1) 211 1-Zell 210 99,5
1) Fötales Kälberserum
2) Kaninchenserum
3) elektrische Stimulierung und anschließende Kultivierung
4) Rabbit Peritoneal Fluid
5) Metaphase-II-Chromosomen wurden entfernt und anschließend wieder mit Zytoplast fusioniert
EDWARDS (1964) kultivierte befruchtete Eizellen und konnte nach Entfernung der Zona
pellucida durch eine Protease eine Weiterentwicklung der Embryonen bis zum 32-Zell- oder
Morulastadium feststellen. Auch ROTTMANN und LAMPETER (1981) kultivierten
hüllenlose Embryonen von Kaninchen und Maus. Hierbei entwickelten sich die hüllenlosen
Kaninchenembryonen langsamer als die Kontrollembryonen. Demgegenüber zeigten
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hüllenlose Mäuseembryonen eine schnellere Entwicklung im Vergleich zu
Kontrollembryonen.
Es ist auch möglich, Embryonen in vivo, im Anschluß an einen Embryotransfer, zu
kultivieren. Dazu wird zum Beispiel zur Überwindung des bei Rinderembryonen bestehenden
Entwicklungsblockes (EYESTONE u. FIRST 1986, 1991) im 8- bis 16-Zellstadium eine in
vivo Zwischenkultur durchgeführt. Der Entwicklungsstillstand bei Rinderembryonen in vitro
ist auf unzureichende Kultivierungsbedingungen zurückzuführen (BAVISTER 1988). Beim
Rind hat sich für das In-vivo-System sowohl die homologe Zwischenkultivierung in Eileitern
von Rindern (XU et al. 1987; GREVE et al. 1989) als auch die heterologe
Zwischenkultivierung in Eileitern von Kaninchen bewährt (SIRARD et al. 1985; UTSUMI
et al. 1988).  Als Nachteil der Zwischenkultivierung in vivo werden der hohe Arbeitsaufwand,
die große Anzahl an Tierversuchen sowie die geringe Wiederauffindungsrate der Embryonen
genannt (SIRARD u. LAMBERT 1986).
2.2.3   Embryotransfer
Die ersten erfolgreichen Versuche zum Transfer von Säugetierembryonen beschreibt HEAPE
(1890). Er transferierte Embryonen von Angorakaninchen. Allerdings dauerte es noch 60
Jahre bis die Zusammenhänge und die Bedeutung dieses biotechnischen Verfahrens erarbeitet
wurden. So stellt CHANG (1950) die wichtige Rolle der Synchronisation von Spender- und
Empfängertier heraus. Die Synchronisation ist die Voraussetzung für die
Entwicklungsfähigkeit der Embryonen, da sie in einem nicht physiologischen Uterusmilieu
zugrunde gehen würden. ADAMS (1956) verwies auf die Bedeutung des Embryotransfers bei
Labortieren als Methode zur Prüfung der Lebensfähigkeit von Säugetierembryonen. Er
übertrug dazu befruchtete Eizellen auf pseudogravide Empfängertiere. Nachdem optimale
Gewinnungs- und Transfermethoden bezüglich der Operationstechnik bei Labortieren
gefunden wurden, übertrugen WILLET et al. 1951 erstmals erfolgreich die gewonnenen
Erfahrungen auf die landwirtschaftlichen Nutztiere und erzielten die Geburt eines gesunden
Kalbes. Eine Übersicht über die ersten erfolgreichen Transfers bei Labor- und Nutztieren
geben AVERY et al. (1962) und ADAMS (1968).
Die Vorbereitung der Empfängertiere beim Kaninchen schließt eine mindestens 17-tägige
Isolierung in Einzelkäfigen ein, wodurch verhindert wird, daß durch Berührung oder sonstige
äußere Reize eine Scheinträchtigkeit entsteht (TEMPELTON 1940). Die geforderte
Zyklussynchronisation von Spender- und Empfängertier wird durch die gleichzeitige
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Applikation des gonadotropen Hormons oder durch die Bedeckung mit einem vasektomierten
Rammler erreicht (CHANG 1950; ADAMS 1956; HAFEZ 1962). Da eine Verlangsamung
der Entwicklung in vitro besteht, kann der Transfer in ein asynchrones Empfängertier (bis 24
Stunden Rückstand) bessere Ergebnisse bringen (MAURER et al. 1970). CHANG und
PICKWORTH (1969) empfehlen nur morphologisch normale Embryonen bei
Transferexperimenten zu verwenden. Allerdings bereitet die Oualitätseinschätzung der
Embryonen nach morphologischen Gesichtspunkten häufig Schwierigkeiten (HAHN 1974).
Beim Kaninchen sollten pro Uterushorn nicht mehr als 5 Embryonen übertragen werden
(ADAMS 1962; MAURER et al. 1970; STAPLES 1971; HAHN 1974).
Die Durchführung des Embryotransfer kann beim Kaninchen chirurgisch oder nicht-
chirurgisch erfolgen. In einer von ADAMS 1982 gegebenen Übersicht, werden alle
Transfertechniken dargestellt. Danach gilt der nicht-chirurgische Transfer als schwierig.
Der Embryotransfer erfolgt beim Kaninchen meist auf chirurgischem Wege. Dabei wird im
wesentlichen danach unterschieden, ob die Tiere in der Flanke (CHANG 1950; MEIER 1972;
ADY 1976; BOCHOW 1978; AL-HANSANI 1980; HORNSTEIN 1987) oder in der Linea
alba (GABLER 1970; ADY 1976; ILLERA DEL PORTAL 1982; STROJEK 1986;
CLEMENT-SENGEWALD 1988) eröffnet werden. Nach Eröffnung der Bauchhöhle werden
Uterus und Eileiter vorgelagert. Es folgt der eigentliche Embryotransfer mittels einer dünnen
Glaspipette, die beim Eileitertransfer über das Infundibulum in den oberen Teil des Eileiters
und beim Uterustransfer durch Perforation der Uteruswand in dessen Lumen eingeführt wird.
Nun werden die Embryonen im Eileiter oder Uterus abgesetzt. Hierbei wirkt sich das
Einbringen großer Mengen Transfermediums oder Luft negativ auf das Transferergebnis aus
(NOYES u. DICKMANN 1961; HUNTER et al. 1962). Die Wahl des Ortes des Transfers ist
vorwiegend von der Entwicklungsstufe der Embryonen abhängig. Um den Embryonen
optimale Entwicklungsbedingungen zu bieten, werden sie entsprechend den physiologischen
Bedingungen im weiblichen Geschlechtstrakt transferiert. Das heißt, Embryonen, die jünger
als 60 Stunden sind, werden in den Eileiter transferiert und Morulastadien und Blastozysten
(> 60 h p.c.) in den Uterus (ADAMS 1982). Für eine Implantation muß der
Progesteronspiegel im Blut ausreichend hoch sein. Diese Bedingung wird durch das
Vorhandensein von mindestens 4 Corpora lutea erfüllt (ADAMS 1956, STAPLES 1971).
Ein umfassender Überblick über die Anwendung des Embryotransfers in der Tierzucht und
Wissenschaft wird von WILMUT (1982) gegeben.
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2.3 Entwicklung und Stand von Wissenschaft und Technik beim Kerntransfer
2.3.1 Definition des Kerntransfers
Der Kerntransfer ist ein Verfahren zur Übertragung von diploiden Kerngenomen in kernlose
Zytoplasmen, welches als Technologie für züchtungsbiologische Experimente in der
Forschung Anwendung findet und für die Verbesserung des züchterischen Fortschrittes in der
Praxis Bedeutung erlangen könnte (PORZIG 1998). Die Untersuchungen zum Kerntransfer
lassen sich methodisch-technisch in folgende Gebiete einteilen:
- Transplantation von Zellkernen aus Embryonalstadien
- Transplantation von Zellkernen aus Körperzellen adulter Tiere
- Kerntransplantation mit Spermatogonien.
Als Voraussetzung für die Durchführung der Kerntransfertechniken sind biotechnologische
Methoden zur Beeinflussung und Steuerung der Fortpflanzung (Brunstsynchronisation,
Superovulation, künstliche Besamung, Embryotransfer) und zur gezielten Beeinflussung
einzelner Zellen (In-vitro-Techniken: z.B. zur Embryokultur) entwickelt worden.
Der Kerntransfer bietet die Möglichkeit zu zielgerichteten Untersuchungen zur
Zelldifferenzierung und zur Wechselwirkung von Zellkern und Zytoplasma. Jedoch können
die Ergebnisse nicht tierartübergreifend betrachtet werden. Auch ist der Kerntransfer noch
nicht zu einem praxisrelevanten Verfahren entwickelt worden.
2.3.2 Prinzip des Kerntransfers
Prinzipiell beginnt der Kerntransfer mit der Auswahl geeigneter Kernspender- und
Empfängerzellen und setzt sich in der Inaktivierung oder Entfernung des Zellkerns der
Empfängereizelle fort. Anschließend erfolgen mit möglichst effektiven Methoden der
Kerntransfer und die Kultur der Kerntransferprodukte. Die Kerntransferembryonen werden
auf pseudogravide Rezipiententiere übertragen, und bei Erfolg des Methodenkomplexes
Kerntransfer erfolgt die Geburt genetisch identischer Nachkommen.
Als Voraussetzung für den Erfolg des Kerntransfers wird die Unterstützung der Entwicklung
des transplantierten Kernes durch das Empfängerzellzytoplasma angesehen. Weiterhin muß
der transplantierte Kern Totipotenz aufweisen, und die Kerntransfertechnik darf nicht zu
irreparablen Schäden führen.
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2.3.3 Entwicklung des Kerntransfers
2.3.3.1 Kerntransfer bei Amphibien
Als erste berichteten BRIGGS und KING (1952) über die Methoden des Kerntransfers beim
Wirbeltier. Dem gingen Untersuchungen an Einzellorganismen, z.B. Algen und Amöben
voraus (HÄMMERLING 1934).
BRIGGS und KING (1952) nutzten in ihren Versuchen Froscheizellen der Spezies Rana
pipiens und Rana catesbeiana, wobei die Rezipienteneizelle durch Anstechen mit einer
Glasnadel aktiviert wurde. Dadurch wurden die Chromosomen sichtbar und konnten entfernt
werden. Mit Hilfe feiner Pipetten erfolgte der Transfer von Kernen des Blastula- oder frühen
Gastrulastadiums direkt in das Zytoplasma der Eizelle. Sich anschließende
Kerntransferexperimente beim Frosch Rana pipiens (BRIGGS u. KING 1953, 1960; BRIGGS
et al. 1964) führten zu der Annahme, daß die Kerne mit zunehmender Zelldifferenzierung an
Entwicklungspotential verlieren.
Aufgrund einer festeren Membranbeschaffenheit bei dem Frosch Xenopus leavis wurde die
Kerntransfertechnik verändert. Bei dieser Spezies erfolgte die Aktivierung und gleichzeitige
Zerstörung des Zellkernes durch UV-Bestrahlung (FISCHBERG et al. 1958; GURDON
1960a, b). Die Inaktivierung mit UV-Licht ist beim Frosch eine übliche Methode. Eine
Strahlendosis von 3000 erg*mm
-2 reicht hierbei aus, um bei Bestrahlung des animalen Poles
der Froscheizellen 99 % der Zellkerne zu inaktivieren. Nach GURDON et al. (1975) bleibt
das Zytoplasma funktionsfähig, da es eine geringere Strahlensensibilität als der Zellkern
aufweist. Beim Frosch wurde der Einbau inaktivierter DNS in das transferierte Genom nicht
beschrieben.
In umfangreichen Untersuchungen (GURDON 1962; LASKEY u. GURDON 1970;
DI BERNARDINO u. HOFFNER 1971; KOBEL et al. 1973; GURDON et al. 1975) wurden
auch Kerne aus Körperzellen adulter Tiere für den Kerntransfer eingesetzt. Hierbei zeigte
sich, daß bei Verwendung von Zellkernen aus differenziertem Gewebe von Froschlarven
diese nur noch pluripotent sind und die Kerntransferembryonen sich somit nur bis zur
Kaulquappe entwickeln können. Auch der Versuch, Spermatogonien als Kernspenderzellen
einzusetzen, wurde unternommen (DI BERNARDINO u. HOFFNER 1971). Es resultierte
aber nur eine Kaulquappe als höchstes Entwicklungsstadium. Demgegenüber entwickelten
sich 54 % der Embryonen zu Kaulquappen bei Einsatz frühembryonaler Donorkerne.
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2.3.3.2 Kerntransfer beim Säugetier
Über erstmals erfolgreich durchgeführte Kerntransfers mit Geburt von lebendigen
Nachkommen bei landwirtschaftlichen Nutztieren berichten beim Schaf: WILLADSEN
(1986), beim Rind: ROBL et al. (1987), PRATHER et al. (1987) und beim Kaninchen:
STICE und ROBL (1988).
Die Kerntransfertechniken beim Säugetier entsprechen prinzipiell denen bei Amphibien,
unterscheiden sich aber in technischen Details, da das Volumen der Säugereizellen nahezu
eintausend mal kleiner ist als das der Frösche (SMITH 1990, zit. nach GREISING 1995).
2.3.3.2.1 Enukleation
Mit der Arbeit von McGRATH und SOLTER (1983) an der Maus wurde eine neue Methode
zur Enukleation beschrieben. Hierbei werden die Zellkerne (Vorkernstadien) nicht direkt aus
dem Zytoplasma, sondern als membranumschlossener Vesikel dem Zytoplasten abgesaugt.
Diesem Verfahren folgte die Virus-vermittelte Fusion des kernlosen Zytoplasten mit dem
kernhaltigen Karyoplasten. Allerdings wird heute für die Fusion der Zellen die von
ZIMMERMANN und SCHEURICH (1981) erstmals beschriebene Elektrozellfusion in
Kombination mit der Dielektrophorese eingesetzt.
Diese Kerntransfermethoden bilden zur Zeit für die Mehrzahl der Versuchsansteller die
Grundlage der experimentellen Arbeiten bei den verschiedenen Nutztierarten. Allerdings
werden sekundäre Oozyten als Empfängereizellen verwendet. Dabei wird davon ausgegangen,
daß die Metaphasechromosomen unmittelbar neben dem Polkörper liegen. Vom
Enukleationsverfahren von McGRATH und SOLTER (1983) ausgehend (die Vorkerne als
membranumschlossenen Karyoplasten abzusaugen), wird der Polkörper mit einem Teil des
nebenliegenden, die Metaphasechromosomen enthaltenden Zytoplasmas (ca. 30 %) entfernt.
Mit dieser Methode konnten lebende Jungtiere bei den landwirtschaftlichen Nutztieren
entwickelt werden (Schaf: WILLADSEN 1986; SMITH u. WILMUT 1989; Rind: PRATHER
et al. 1987; BONDIOLI et al. 1990; Schwein: PRATHER et al. 1989; Kaninchen: STICE u.
ROBL 1988). Allerdings können durch Verschiebung und Degeneration der Polkörper bei bis
zu einem Drittel der Oozyten die Chromosomen nicht entfernt werden (PRATHER u. FIRST
1990). Über sichtbare Metaphasechromosomen als Besonderheit beim Kaninchen berichten
COLLAS und ROBL (1990) sowie MODLINSKI und SMORAG (1991).
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Es besteht die Möglichkeit, die Chromosomen vor oder nach der Entfernung sichtbar zu
machen oder sie durch chemische oder physikalische Methoden zu zerstören. In eingehenden
Untersuchungen konnten die Chromosomen nach Färbung mit sich spezifisch an die DNS
bindenden Fluoreszenzfarbstoffen und Belichtung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden
(EBERT et al. 1985; PURSEL et al. 1985; CRITSER u. FIRST 1986). TSUNODA et al.
(1988) fanden nach Einsatz dieser Methode bei Kerntransferexperimenten eine höhere
Empfindlichkeit der Vorkerne für UV-Strahlung gegenüber dem Zytoplasma. Die sich mit
steigender UV-Belichtung verschlechternden Weiterentwicklungsraten führten die Autoren
auf zytopathogene Effekte als Folge der UV-Bestrahlung zurück. In weiterführenden
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe (TSUNODA et al. 1989) konnte die Methode
erfolgreicher eingesetzt werden, indem die Bestrahlungszeit auf 5 Sekunden verringert wurde.
Eine UV-Bestrahlung, die über 60 Sekunden dauert, hat sich als schädlich für die
nichtgenomischen Anteile des Zytoplasmas erwiesen (TSUNODA et al. 1988). YANG et al.
(1992) beschrieben die Möglichkeit, Kaninchenoozyten mittels UV-Strahlung funktionell zu
entkernen. Von insgesamt 257 funktionell entkernten Oozyten teilten sich 46 (17,9 %) bis zur
Morula oder Blastozyste, nachdem sie mit Blastomeren (8-, 16- oder 32-Zeller) fusioniert
wurden.
Eine einfachere Methode wendete WILLADSEN (1986) beim Schaf an, indem er das gesamte
Zytoplasma in zwei gleich große Teile halbierte und beide als Empfängeroozyten verwendete.
Der Nachteil dieser Methode besteht in der Möglichkeit, triploide und somit
entwicklungsunfähige Kerntransferembryonen zu erhalten. Dadurch setzte sich diese Methode
nicht durch.
Einen neuen Weg gingen TANTAM et al. (1995), indem sie nach Zentrifugation von zuvor
enzymatisch Zona-befreiten Metaphase-II-Oozyten des Rindes eine Trennung in die
Metaphase-II-Spindel und Zytoplast erreichten. Nachdem die entkernten Zytoplasten mit
Blastomeren fusionierten, wurde der Kerntransferembryo mit einer „falschen“ Sodium-
Alginat-Zona umgeben. Die Ergebnisse der Weiterentwicklungsfähigkeit der manipulierten
Embryonen waren denen herkömmlicher Methoden vergleichbar.
2.3.3.2.2 Kernspenderzellen
Die Mikroinjektion der Kernspenderzellen kann zum einem chirurgisch direkt in die
Empfängerzelle erfolgen (MODLINSKI 1975) oder nicht- chirurgisch durch Fusion der
kernhaltigen Zelle mit der Empfängerzelle.
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Wie unter 2.3.1 beschrieben, ist der Transfer von Kernspendern unterschiedlicher
Entwicklungsstadien möglich. Nach Untersuchungen von FIRST und PRATHER (1991) ist
wie bei Amphibien auch beim Säugetier mit der Zunahme des Differenzierungsgrades der
Kernspenderzellen eine Abnahme der Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferembryonen
festzustellen.
McGRATH und SOLTER (1983) konnten eine höhere Entwicklungspotenz der
Kerntransferembryonen bei Verwendung von Zygotenkernen im Vergleich zu
Blastomerenkernen nach Transfer in zuvor entkernte Zygotenstadien bei der Maus
nachweisen. Die Überprüfung dieser Ergebnisse an der Ratte durch SURANI et al. (1987) und
KONO et al. (1988) erbrachte auch eine höhere Entwicklungspotenz bei Einsatz von
Vorkernstadien. Bei SURANI et al. (1987) entwickelten sich 22 % der Kerntransfer-
embryonen nach Vorkerntransfer zu Jungtieren, demgegenüber blieb die Geburt von
Jungtieren nach Transfer von Blastomerenkernen des 2-, 4- und 8-Zellstadiums aus. Auch bei
anderen Tierarten konnten nach dem Austausch der Vorkerne (Rind: ROBL et al. 1987;
Schwein: PRATHER et al. 1989) lebende Nachkommen erzeugt werden und eine bessere
Entwicklungspotenz im Vergleich zum Einsatz von 2-, 4- und 8-Zell-Stadien als Kernspender
nachgewiesen werden. MODLINSKI und SMORAG (1991) bestätigten diese Ergebnisse
durch ihre Untersuchungen am Kaninchen. So entwickelten sich 69,9 % der
Kerntransferembryonen nach Vorkerntransfer zur Blastozyste, demgegenüber nur 8,1 % und
3,7 % zur Blastozyste bei Einsatz von 1/8 und 1/16 Blastomeren als Kernspenderzellen.
Bei den Kerntransferexperimenten mit sekundären Oozyten als Empfängereizellen sind
Embryonen im 2- bis 64-Zellstadium als Kernspender eingesetzt worden, wobei frühe Stadien
leichter zu manipulieren sind, da die späteren stärker miteinander verbunden sind.
Mit steigender Zellzahl steigt die Anzahl zur Verfügung stehender identischer
Donorblastomeren. Dadurch kann nach Kerntransfer auch die Anzahl identischer
Nachkommen erhöht werden. Hieraus ergeben sich aus wissenschaftlichem und praktischem
Interesse die Untersuchungen zur Totipotenz der Embryonalstadien.
Mit den ersten Kerntransferversuchen von WILLADSEN (1986) und PRATHER et al. (1987)
beim Rind konnte nach Verwendung von Embryonen im 8- bis 16-Zellstadium bzw. 2-bis 32-
Zellstadium keine Unterschiede in der Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferembryonen
gefunden werden. Allerdings fand WILLADSEN et al. (1991) durch Kerntransferexperimente
beim Rind Unterschiede in den Trächtigkeitsraten in Abhängigkeit vom Zellstadium der
Kerndonoren (8- bis 64-Zellstadium).
BROMHALL (1975) transferierte als erster erfolgreich beim Kaninchen Blastomerenkerne
des Morulastadiums in entkernte sekundäre Oozyten. Somit können beim Kaninchen auch
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diese späteren Entwicklungsstadien verwendet werden. In weiterführenden Untersuchungen
konnten, mit unterschiedlichem Erfolg, nach Transfer von 1/8, 1/16 oder 1/32 Blastomeren als
Kernspenderzellen lebende Nachkommen erzeugt werden (STICE u. ROBL 1988: 3,6 %;
TSUNODA et al. 1989: 1,0 %; COLLAS u. ROBL 1990: 10 %; HEYMAN et al. 1990: 3,8 %;
YANG et al. 1992: 1,6 %; ZAKARCHENKO et al. 1993: 1,2 %).
2.3.3.2.3 Zellfusion
Die Fusion der Zellen kann mit Hilfe von Sendai-Viren (BROMHALL 1975; McGRATH u.
SOLTER 1983), mit Hilfe der Elektrozellfusion (ROBL u. FIRST 1985; STICE u. ROBL
1988) oder mittels Polyethylenglycol (CZOLOWSKA et al. 1984) durchgeführt werden. Eine
Übersicht zu den einzelnen Fusionstechniken ist in der Arbeit von CLEMENT-
SENGEWALD (1988) zu finden. Aufgrund der guten Wiederholbarkeit und Einfachheit
betrachten ZIMMERMANN und NEIL (1996) die Elektrozellfusion als sehr geeignetes
Instrument zur Durchführung der Zellfusion bei Kerntransferexperimenten. In den meisten
Arbeitsgruppen hat sich heute die Elektrozellfusion durchgesetzt, da andere Methoden
(Polyethylenglykol, Sendai-Viren) nicht immer zuverlässig arbeiten, toxisch oder infektiös
sind. Nur bei der Maus wird die Sendai-Viren-vermittelte Fusion erfolgreich eingesetzt
(McGRATH u. SOLTER 1986).
Beim Kaninchen ist die Elektrozellfusion am effektivsten und somit die Methode der Wahl
(STICE u. ROBL 1988; COLLAS u. ROBL 1989, 1990, 1991a, b; COLLAS et al. 1992 a, b;
YANG et al. 1990, 1992; ZAKHARCHENKO et al. 1993; PINTO-CORREIA et al. 1993,
1995). Nach ZIMMERMANN (1983) erfolgt die Fusion von Blastomere und Oozyte durch
reversible Auflösung der Membranstruktur an ihren Berührungssflächen. Der Fusionsvorgang
ist nach Porenbildung und Verbindung der Membranen mit Konfluenz der Zytoplasmen
beendet. Die Höhe des elektrischen Pulses sollte eine kritische Grenze nicht überschreiten, da
es sonst zu einem irreparablen Membrandurchbruch mit daraus resultierender Zerstörung der
Zellen kommt (ZIMMERMANN u. VIENKEN 1982; ZIMMERMANN 1983).
Die verschiedenen Arbeitsgruppen variierten die einzelnen Fusionsparameter bei der
Durchführung der Elektrozellfusion. So wurden Feldstärken von 0,5 kV/cm bis 5 kV/cm und
eine Pulsdauer von 50 µs bis 5000 µs verwendet. Auch die Pulsanzahl, Pulssequenz und die
Dauer der Pausen zwischen den Pulsen sind verändert worden. Die Auswahl der
Fusionsparameter ist von mehreren Faktoren abhängig (z.B.: Tierart, Fusionsgerät und
Fusionsmedium).
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MODLINSKI und SMORAG (1991) nutzten beim Kaninchen zur Fusion der Oozyten-
Zytoplasten-Komplexe eine Feldstärke von 2-2,5 kV, 3 Pulse mit einem Abstand von 1,5
msec und einer Pulsdauer von 50-70 µsec/Puls. Bei der Fusion von Oozyten-Blastomeren-
Komplexen des Kaninchen wurden Pulsdauern von 30 µsec (ZAKHARSCHENKO et al.
1993) und 60 µsec (STICE u. ROBL 1988; COLLAS u. ROBL 1990, 1991a, b; PINTO-
CORREIA et al. 1993) und Pulsabstände bis zu 30 min (COLLAS u. ROBL 1990, 1991a, b;
PINTO-CORREIA et al. 1993) eingesetzt.
ZIMMERMANN und SCHEURICH (1981) kombinierten erstmals die Elektrozellfusion mit
der Dielektrophorese, einem elektrischen Wechselfeld. Mit Hilfe des Wechselfeldes wird die
Aneinanderlagerung der Fusionsmembranen als Grundvoraussetzung für die Elektrozellfusion
optimiert (SMITH u. WILMUT 1989). Um die erforderliche Osmolarität bei Anwendung der
Dielektrophorese zu gewährleisten, findet meist eine 0,3 M Mannitollösung mit Zugabe von
0,1 mM MgSO4 und 0,5 mM bis 1 mM CaCl2 Anwendung (ZIMMERMANN et al. 1981;
ZIMMERMANN u. VIENKEN 1982). Beim Kaninchen wurden meist Manitollösungen
unterschiedlicher Konzentration verwendet (0,3 M: STICE u. ROBL 1988; YANG 1990,
1992; COLLAS u. ROBL 1991a, b; ROBL et al. 1992; COLLAS et al. 1992a, b;
ZAHKARCHENKO et al. 1993; PINTO-CORREIRA et al. 1993; 0,35 M: COLLAS 1989;
0,32 M: COLLAS u. ROBL 1990). Werden Metaphase-II-Oozyten als Empfängerzellen
verwendet, wird der Fusionspuls gleichzeitig zur Aktivierung der Oozyte genutzt (STICE u.
ROBL 1988). Die zur Elektrozellfusion eingesetzten Elektroden sind meist drahtförmig und
bestehen aus rostfreiem Stahl (BERG 1982), Gold (ZIMMERMANN u. SCHEURICH 1981)
oder Platin (BERG 1982). Die Elektroden sind abhängig von der Größe der zu fusionierenden
Zellen in verschiedenen Abständen voneinander parallel in der Fusionskammer befestigt. Die
Fusionsmembranen der zu fusionierenden Zellen müssen senkrecht zu den Feldlinien, d.h.
parallel zu den Elektroden ausgerichtet sein (ZIMMERMANN 1983). Aufgrund der einzelnen
Manipulationsschritte sind die entstandenen Fusionsprodukte sehr empfindlich und benötigen
deshalb optimale Kulturbedingungen für eine erfolgreiche Weiterentwicklung.
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In der Abbildung 2 sind die zur Zeit meist eingesetzten Methoden des Kerntransfers beim
Kaninchen in einem Schema zusammengefaßt.
Abb. 2: Schematische Darstellung des Kerntransfers beim Kaninchen (nach Porzig 1998)
2.4 Lasertechnologie
2.4.1 Einleitung
Mit der Einführung der Lasertechnologie wurde die kontaktlose, hochauflösende subzelluläre
Mikrochirurgie als eine neue und vielversprechende Biotechnologie möglich.
Die Laserstrahlung kann über den Fluoreszenzstrahlengang in das Mikroskop eingekoppelt
und mit Hilfe eines Laser-tauglichen Objektivs fokussiert werden. Dadurch kann der Laser,
ohne mechanische Intrusion durch Membranen und transparente Zellwände hindurch,
kontrolliert auf interne Zellstrukturen gerichtet werden (GREULICH u. WEBER 1992). Von
O o z y t e n s p e n d e r K e r n s p e n d e r
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besonderer praktischer Bedeutung ist die hohe Präzision, mit der gearbeitet werden kann
(KASUYA u. TSUKAKOSHI 1989).
Mikrobestrahlung wurde das erste Mal mit konventionellem UV-Licht von TSCHACHOTIN
(1912) als „Strahlenstichmethode“ beschrieben. Mit dieser Methode ließ sich das UV-Licht
auf einige Mikrometer im Durchmesser fokussieren. Die Entdeckung des Laserlichtes mit
einem Rubinkristall gab der Weiterentwicklung der Mikrostrahlenstichmethode entscheidende
neue Impulse (MAIMAN 1960). Bereits kurze Zeit später stellten BESSIS et al. (1962) den
ersten Laser-Mikrostrahl vor. In den sich anschließenden Untersuchungen wurde der Laser-
Mikrostrahl vorwiegend zur Funktionsprüfung bestimmter Organellen oder Zellregionen nach
deren Zerstörung eingesetzt. Auch der Mechanismus der Strahlwechselwirkung mit
biologischem Material wurde untersucht (BERNS et al. 1992, 1998).
MORENO et al. (1969) verglichen die durch konventionelles Licht und Laserlicht
hervorgerufenen Effekte. BEREITER-HAHN (1972a, b) stellte mit  seinen Übersichtsartikeln
die ersten Experimente an biologischen Materialien bei Einsatz verschiedener Lasertypen
zusammen. Die neueren Arbeiten mit dem Laser-Mikrostrahl konzentrieren sich auf die
Laser- Mikrochirurgie von genetischen Material, Organellen, Oozyten und Embryonen
(Übersichtsartikel: KASUYA u. TSUKAKOSHI 1989; BERNS et al. 1992, 1998; TADIR
et al. 1991; GREULICH u. WEBER 1992; SCHÜTZE u. CLEMENT-SENGEWALD 1994).
Hierbei wird deutlich, daß der Laser-Mikrostrahl das Perforieren, Schneiden und Fusionieren
von biologischem Material durch energiereiche, ultraviolette Laserpulse ermöglicht.
2.4.2 Besondere Eigenschaften von Laserlicht
Laserlicht ist eine intensive, stark gerichtete, elektromagnetische Strahlung mit spezifischen
Wellenlängen. Für die Anwendung von Lasern in der Biologie und Medizin sind vor allem
die hohe Impulsleistung und Bündelung sowie die Möglichkeit, spezielle Wellenlängen
einzusetzen, von Bedeutung (LEITZ 1995).
LASER wird als „Light Amplifikation by Stimulated Emission of Radiation“definiert. In
konventionellen Lichtquellen werden Atome eines lichtemittierenden Mediums, einem Gas,
durch Elektrizität angeregt. Nach der Anregung verbleibt ein einzelnes Atom für einige Zeit
im angeregten Zustand. Dann gibt es spontan ein Photon ab, in einer nicht vorbestimmbaren
Richtung. Zum Beispiel werden innerhalb einer Sekunde viele Atome in alle Richtungen des
Raumes Licht emittieren.
Beim Laser wirken grundlegend andere Mechanismen. Bevor ein Atom selbst spontan ein
Photon emittieren kann, wird durch ein Photon gleicher Wellenlänge die Emission stimuliert.
Literaturübersicht                                                                                                                                                 21
Beide Photonen sind in ihrer Bewegung vollständig koordiniert. Auf diesem Weg wird eine
Art Lawine erzeugt, in welcher sich sehr viele Photonen in einer sehr koordinierten Weise
bewegen. Laserlicht ist verstärkt durch angeregte Emission von Strahlung (laut Definition),
wobei kohärentes Licht abgegeben wird (WEBER  u. GREULICH 1992).
In der Abbildung 3 ist diese besondere Eigenschaft des Laserlichtes schematisch dargestellt.
Abb. 3: Das Prinzip des Laserlichts im Vergleich zu konventionellen Licht.
 (GREULICH 1999)
 Laserlicht hat eine präzise definierte Wellenlänge.
 Es wird immer parallel emittiert und bewegt sich sehr koordiniert.
Nach BERGMANN-SCHÄFER (1993) ist es möglich, durch die Erzeugung kurzer Lichtpulse
die Spitzenleistung eines Lasers für eine extrem kurze Zeit um viele Größenordnungen zu
steigern.
2.4.2.1  Wellenlänge
Für die Anwendung von Lasern in der Biologie und Medizin ist die Möglichkeit, spezielle
Wellenlängen einzusetzen, von herausragender Bedeutung.
Laserwellenlängen decken einen großen Bereich ab, vom fernen Infraroten (15 bis ca.
1000 nm) bis zum nahen Infraroten (780-1400 nm), vom Sichtbaren (400-700 nm) zum
Ultravioletten (200-400 nm) und vom Vakuum-Ultravioletten (100-200 nm) bis zu den
weichen Röntgenstrahlen (10-100 nm) (SILVAST 1991).
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In einer Übersicht verdeutlichen TADIR et al. (1993) den Einfluß der Wellenlänge der
Laserstrahlen auf das Absorptionsspektrum von DNS, Proteinen und Wasser. Die Autoren
schlußfolgern für die Mikromanipulation an Oozyten, daß ein durch die Mikroskopoptik
vermittelter, kontaktfreier Laser mit einer Wellenlänge > 200 nm und < 2000 nm arbeiten
sollte. Für den Einsatz spezieller Wellenlängen des Laserlichtes an genetischen Materialien
sind die Absorptionskurven von DNS, Proteinen und Wasser von besonderer Bedeutung. Es
ist sehr wohl bekannt, daß UV-Licht mutagene Effekte hervorruft (KASUJA u.
TSUKAKOSHI 1989; BERNS et al. 1998; GREULICH 1999). Dieses offensichtliche
Problem ist bei der Arbeit mit genetischen Material sensibel zu betrachten. Es besteht eine
graduelle Verminderung von einem sehr hohen Absorptionsbereich bei 150 nm bis zu einem
Minimum bei etwa 300 nm (TEVENI 1985; TADIR et al. 1993).
Abb. 4:  Das elektromagnetische Spektrum und die Laserstrahl-Absorptionskurven von
               DNS, Proteinen und Wasser (TADIR et al. 1993)
2.4.2.2 Fokussierung von Laserlicht
Durch die Fokussierung der Laserstrahlen durch ein Mikroskopobjektiv (= Laser-Mikrostrahl)
werden die für die Mikrobearbeitung von biologischen Materialien erforderlichen hohen
Leistungsdichten erreicht.
Mit Hilfe der Strahlenoptik kann die Fokussierung von Licht mit einer Linse oder einem
Objektiv erklärt werden. Wird Licht einer normalen Lichtquelle fokussiert, so erreicht immer
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nur ein Teil des Lichtes die Fokussierungsoptik, d.h. die Leistungsdichte kann nur sehr
begrenzt erhöht werden. Beim Laser (paralleles Licht) hingegen kann das Mikroskopobjektiv
das gesamte Lichtbündel erfassen und die gesamte Ausgangsleistung des Lasers fokussieren
(KASUYA u. TSUKAKOSHI 1989; GREULICH u. WEBER 1992; VEIGEL et al. 1994).
Hierbei entspricht die Ausbreitung des fokussierten Laserstrahles der Form eines
Doppelkegels (siehe Abb. 6). Die Spitze dieses Strahlkegels bildet den Laserfokus. Der
Öffnungswinkel des Strahlkegels ist von der numerischen Apertur (NA) des
Mikroskopobjektivs abhängig.
In Abbildung 5 wird der Einfluß des Öffnungswinkels durch eine schematische Darstellung
unterschiedlicher numerischer Aperturen verdeutlicht.
Abb. 5:  Schema zum Einfluß der numerischen Apertur auf den Öffnungswinkel der
     Laserstrahlung:  A: NA = 0,25
                    B: NA = 0,75
Laserlicht einer hohen Strahlqualität kann auf einen Durchmesser im Bereich von 1-2 µm
fokussiert werden (GREULICH et al. 1989).
Wenn Licht bis auf das theoretische Limit (abhängig von der Wellenlänge) fokussiert wird,
erscheint die Strahltaillie in einem gegebenen Durchmesser (d) mit der Formel 1:
d = 2,44 .  l / A. (1)
mit: d = Durchmesser der Strahltaillie
l = Wellenlänge des Laserlichtes
          A = Numerische Apertur des Objektives
Der Durchmesser charakterisiert die Genauigkeit des fokussierten Lasers. Mit der Formel 1
wird der Durchmesser der Strahltaillie des fokussierten Lasersstrahls bei gegebener
Wellenlänge definiert, wobei die numerische Apertur mit der Formel 2 gegeben ist:
A = D / f (2)
mit: D = Durchmesser der Objektivfassung (beleuchteter Durchmesser)
f = Brennweite des Objektives
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Um einen feinen Fokus zu erzeugen, sollte die numerische Apertur (für Mikroskopobjektive
bis max. 1,3) so groß als möglich und die Wellenlänge so klein wie möglich sein. Die
Forderung nach einer kleinen Wellenlänge ist auch durch den Fakt bedingt, das UV-Licht viel
besser mit biologischem Material reagiert als Licht mit größeren Wellenlängen (GREULICH
1999). Auf der anderen Seite ist bekannt, daß UV-Wellenlängen unter 300 nm biologisches
Material zerstören können (TADIR et al. 1993). Es muß ein Kompromiß zwischen der
geforderten Genauigkeit (kleine Wellenlänge) und dem Schutz vor DNS-Zerstörung gefunden
werden. Für praktische Anwendungen des Lasers als Nanoskalpell werden Wellenlängen
zwischen 320 nm und 350 nm eingesetzt (WEBER  u. GREULICH 1992).
Der wichtigste Punkt für die Konstruktion eines Laserstrahles ist der Fakt, daß Laserlicht
immer parallel ist, mit anderen Worten, die Divergenz (O) ist sehr klein. Formel 3 zeigt,
warum dies so wichtig ist. Die Leistungsdichte L einer Lichtquelle kann durch Fokussierung
mit einer Linse oder einem Objektiv deutlich gesteigert werden. Die somit erreichbare
maximal Energiedichte E wird mit der Formel 3 definiert:
E = A2  ( L / O2 ) (3)
mit: A = Numerische Apertur des Objektives
L = Leistungsdichte der Lichtquelle (W/cm2)
O = Divergenz der Laserstrahlen
(Angabe der obigen Gleichungen nach KASUYA u. TSUKAKOSHI 1989;
MONAJEMBASHI 1991; WEBER u. GREULICH 1992; VEIGEL et al. 1994).
Um eine hohe Energiedichte E zu erreichen, sollte L und die numerische Apertur groß sein
und die Strahldivergenz klein. Da der Laser eine geringe Strahldivergenz (ein Tausendstel des
normalen Lichtes) aufweist, ist seine Intensität sehr groß (WEBER u. GREULICH 1992).
Die Intensität der Laserstrahlung kann durch Fokussierung gepulster Laser sehr stark erhöht
werden. Die typischen Laser-Mikrostrahl-Apparaturen produzieren Laserpulse, die im
Abstand von Nanosekunden abgegeben werden. Jeder einzelne Puls ist mit einer Energie von
etwa 1 mJoule ausgestattet. Somit können solche Laser 1000 Pulse pro Sekunde erzeugen
(GREULICH 1999).
Nach BERGMANN-SCHÄFER (1993) ist es möglich, durch die Erzeugung kurzer Lichtpulse
die Spitzenleistung eines Lasers für eine extrem kurze Zeit um viele Größenordnungen zu
steigern. Diese sehr hohen Bestrahlungsstärken reichen aus, um alle bekannten Materialien zu
schmelzen und zu verdampfen und entsprechen sogar den Bestrahlungsstärken, die notwendig
sind, um Kernfusionsreaktionen zu erzeugen (LEITZ 1995). Aufgrund der schmalen
Strahltaillie und der hohen Energiedichte des Laser-Mikrostrahls wird somit eine präzise
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Mikrobearbeitung von biologischem Material ermöglicht (MONAJEMBASHI 1991; VEIGEL
et al. 1994).
Wird die Laserstrahlung durch ein Mikroskopobjektiv mit einer hohen numerischen Apertur
fokussiert, so ist im Fokus eine sehr hohe Energiedichte vorhanden (GREULICH u. WEBER
1992). Aufgrund des großen Öffnungswinkels ist aber die Leistungsdichte nur wenige µm
vom Fokus entfernt um fast eine Größenordnung geringer als im Fokus.
Diese hohe Ortsauflösung ermöglicht eine präzise Oberflächenbearbeitung von biologischen
Objekten. Das gleiche Prinzip kann jedoch auch für die intrazelluläre Mikromanipulation,
z.B. für die selektive Zerstörung von Zellstrukturen, angewendet werden, ohne wesentliche
Schädigung der angrenzenden Plasmabereiche (siehe Abb. 6). Der Laser-Mikrostrahl läßt sich
so in die Tiefe der Zelle fokussieren, daß subzelluläre Partikel perforiert werden können
(WEBER et al. 1988, 1989). In der Abbildung 6 ist die dreidimensionale Auflösung des
Lasermikrostrahls schematisch dargestellt.
Abb. 6: Schematische Darstellung der dreidimensionalen Auflösung des Laser-Mikrostrahls
  bei der Manipulation von Pflanzenzellen (Leitz 1995)
A. Bearbeitung der Zelloberfläche
   B. Mikroperforation der Zellwand
                        C. Mikroperforation oder Zerstörung von Zellorganellen
                        D. Fusion von Zellorganellen
2.4.3 Wechselwirkungen von Laserlicht mit biologischem Material
Die Beurteilung jedes Versuches, lebende Objekte mit Laserstrahlen zu verändern, setzt die
Kenntnis der Möglichkeit zur Wechselwirkung von Licht und Materie und der
Besonderheiten des Laserlichtes voraus (BEREITER-HAHN 1972a, b). Die qualitativen
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Wechselwirkungen von Laserlicht mit biologischem Material beruhen vor allem auf
photochemischen, photomechanischen, photothermischen und photoablativen Effekten
(NEEV et al. 1992; TADIR et al. 1993; BERNS et al. 1998; GREULICH 1999). Ein
wesentlicher Anteil der Laserwirkung auf biologisches Material ist hierbei auf einen Anstieg
der Temperatur zurückzuführen (KASUJA  u. TSUKAKOSHI 1989; GREULICH 1999). In
einer manipulierten Eizelle wird immer etwas Hitze produziert (TADIR et al. 1993). Die
Bildung von Wärme kann verringert werden indem eine Wellenlänge eingesetzt wird, bei
welcher die Materialien (bei Eizellen v.a. DNS, Proteine und Wasser) am wenigsten
absorbieren (siehe Abb. 4). Allerdings ist eine Absorption notwendig, um die erwünschten
Effekte (Ablation im Strahlfokus) zu erreichen und eine Mikromanipulation zu ermöglichen.
Durch den Einsatz eines gepulsten Lasers können die thermischen Effekte minimiert werden.
Voraussetzung hierfür ist, daß die Pulsdauer klein ist im Verhältnis zur Zeit, die das Medium
benötigt um die Temperaturerhöhung auszugleichen. Die Zeit zwischen den Pulsen muß
ausreichend lang sein, damit es nicht zu einer zunehmenden Hitzeentwicklung von Puls zu
Puls kommt, was zu
einer größeren thermischen Zerstörung führen würde (GREULICH 1999).
Abb. 7: (A) Schematische Darstellung eines fokussierten Laserstrahles mit Abhängigkeit der
       Ablationsschwelle von der Ebene des Objektivfokus. (NEEV et al.  1992)
       Die Ebenen A, B und C repräsentieren das Niveau der Ablationsschwelle, wobei
       das gestrichelte Gebiet den Teil des Strahles darstellt, der zur Ablation fähig ist.
(B) ist ein typisches Laserstrahlprofil (Gaußsche Glockenkurve)
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Die Abbildung 7 verdeutlicht die Wirkungsweise des Lasers im Fokus und in den beiden
Flügeln des Strahldoppelkegels. Im Fokus (Ebene A) ist der kleinste Durchmesser und die
höchste Energiedichte der Strahltaillie. Die Verteilung der Energiedichte entspricht einer
Gaußschen Glockenkurve (B). Im Fokus ist die Lichtenergiekonzentration sehr hoch,
wodurch die Photonenkonzentration ausreicht, um die erforderliche Ablationsschwelle des
Materials zu erreichen. In den Strahlflügeln (entspricht Defokussierung) ist die
Lichtenergiekonzentration (Photonenkonzentration) gering und reicht nicht aus, um die
erforderliche Ablationsschwelle zu überschreiten. Bei diesen Lichtinteraktionsprozessen
(Ablation) wird immer etwas Hitze erzeugt. Dies geschieht zum einen direkt durch
molekulare Absorption der Lichtenergie und der folgenden Zerstreuung an die Umgebung,
und zum anderen, indem eine Umwandlung von Energie durch die sich ausbreitenden
Ablationsprodukte stattfindet (NEEV  et al. 1992).
Durch eine Verminderung der Laserleistung ist eine Einstellung (Verkleinerung) der
Läsionsgröße (abhängig von Ablationsschwelle) möglich (KASUJA u. TSUKAKOSHI 1989;
LEITZ 1995; GREULICH 1999). Für biologische Versuche ist eine kontinuierliche
Abschwächung der Laserleistung erforderlich, um die Laserleistung den jeweiligen Material-
eigenschaften und dem physiologischen Zustand der Zellen anzupassen (LEITZ 1995).
Für stark absorbierende Materialien ist die Umwandlung der Energie der Laserstrahlen in
Hitze sehr groß (GREULICH et al. 1989). Allerdings ist es schwierig, die Hitzeentwicklung
in einem biologischen Objekt genau zu bestimmen. Bei einem transparenten biologischen
Material wird nur zwischen 0,1 und 1 % des eingestrahlten ultravioletten Lichtes absorbiert.
Da nicht der ganze Lichtpuls absorbiert wird, erreicht die Temperatur nur untere Limits und
ein Teil des Lichtes durchdringt die Materie. Trotzdem wird eine extrem hohe Temperatur
und dadurch ein neues Stadium der Materie, ein Plasma, erzeugt (Ablation). Seit die
Einsatzgebiete von fokussiertem Licht in lebenden Objekten diskutiert werden, erscheinen die
hohen Temperaturen als ein Verbotszeichen zum Einsatz in der Biologie (HOYER et al.
1996). Die Erklärung für die Einsatzmöglichkeit des Lasers in biologischen Objekten ist
vergleichsweise einfach. Wird ein Laserpuls von 1 µ Joule auf eine Zellstruktur mit einer
Dimension im Bereich von 1 µm fokussiert, kann dadurch ein Temperaturanstieg von 1000
bis 10000 Grad erzeugt werden, und das Material wird vollständig verdampft. Dieser
Temperaturanstieg ist jedoch lokal sehr begrenzt und wird nach ungefähr 10 n sek an die
Umgebung verteilt, so daß die Zelle nicht geschädigt wird (GREULICH 1994; zit. nach
LEITZ 1995). Die Ausbreitung des heißen Volumens erfolgt sehr schnell, mindestens mit der
Geschwindigkeit des Schalles, in dem gegebenen Medium. Mit anderen Worten, die Hitze
eines absorbierten Lichtpulses verschwindet schneller in der Umgebung als ein Protein
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denaturiert werden kann (WILLAMS et al. 1996). Nur wo der Lichtpuls direkt trifft wird alles
zerstört. Die sekundären Hitzeeffekte in der Nachbarschaft des direkt getroffenen Materials
sind sehr klein und von der Lichtstreuung abhängig (HOYER et al. 1996). Diese Aussage
steht allerdings im Zusammenhang mit der von GREULICH (1999) beschriebenen
zunehmenden Hitzeentstehung von Puls zu Puls, womit eine stärkere thermische Zerstörung
auch dem Fokus angrenzender Zellbestandteile verbunden ist.
Der Fakt bleibt, der Mechanismus der subzellulären Zerstörung ist sehr komplex und noch
nicht ganz verstanden (GREULICH 1999).
Bei der Laser-Mikromanipulation von Eizellen hat auch die Wahl des Mediums, der pH-Wert,
die Konzentration und die Temperatur einen Einfluß auf die Absorbtionscharakteristik des
Mediums und des Zieles (TADIR et al. 1994).
Eigene Untersuchungen                                                                                                                                        29
3 Eigene Untersuchungen
3.1 Tiermaterial
Es standen weibliche und männliche Zika-Hybridkaninchen aus der Basiszucht von Dr. Erich
Zimmermann zur Verfügung. Die Tiere wurden in Käfigen in einem vollklimatisierten Stall
des Nutztierwissenschaftlichen Zentrums der Landwirtschaftlichen Fakultät der Martin-
Luther-Universität Halle-Wittenberg gehalten. Die Stalltemperatur betrug 18 °C bis 20 °C. Es
wurde ein Lichtregime mit einer Hellphase von 06.00 Uhr bis 22.00 Uhr (16 h) und einer
Dunkelphase von 22.00 Uhr bis 06.00 Uhr (8 h) eingehalten. Zur Vermeidung von
Scheinträchtigkeiten wurden die Häsinnen einzeln aufgestallt. Die Futterverteilung erfolgte
manuell in Kaninchenfutterautomaten. Aus Nippeltränken stand den Tieren Wasser ad libitum
zur Verfügung. Die Rammler bzw. Häsinnen bekamen täglich 150 g Alleinfuttermittel, das
17 % Rohprotein, 3 % Rohfett, 16 % Rohfaser und 8 % Rohasche enthielt. Die Tiere besaßen
einen einheitlichen Impfstatus (Impfung gegen Myxomatose und Hämorrhagische
Septikämie).
3.2 Belegung
Die Belegung der Häsinnen erfolgte ausschließlich durch Anpaarung an fertile Rammler. Lies
sich die Häsin nicht innerhalb von 5 bis 10 Minuten bedecken, wurde sie in den Käfig
zurückgesetzt. Es schloß sich ein Deckversuch mit einer anderen Häsin an, bis es zur
natürlichen Bedeckung einer Häsin zum gewünschten Zeitpunkt kam.
Bei erfolglosem Deckversuch wurden die Häsinnen frühestens nach 4 Wochen erneut zur
Bedeckung herangezogen.
3.3 Herstellung der Pipetten
Mit Hilfe von 75 mm langen Kapillarröhrchen erfolgte die Gewinnung der Embryonalstadien.
Um die Sogwirkung zu verbessern und um Verletzungen der Embryonen zu vermeiden,
wurden die Spitzen über einer Gasflamme auf  300-400 µm Durchmesser
stumpfgeschmolzen.  Diese Kapillarröhrchen wurden über ein Polyethylen-Schlauchstück mit
einer Spritze (Omnifix; 1 ml) verbunden und konnten so auch für die Umsetzung der
Embryonen zwischen den Medien und Petrischalen bzw. für die Übertragung auf die
Ammentiere (Embryotransfer) genutzt werden.
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3.4 Gewinnung
Entsprechend dem benötigten Entwicklungsstand der Embryonen wurden die Spendertiere zu
unterschiedlichen Zeiten nach der Belegung (h p.c.) zur Gewinnung herangezogen.
Für die methodischen Untersuchungen erfolgte die Gewinnung 16-17 h p.c. (Zygotenstadium)
bzw. 20-22 h p.c. (1- bis 2-Zellstadium). Bei den Kerntransferexperimenten erfolgte die
Gewinnung der Kernspenderembryonen im 8-Zell-Stadium, d.h. 40-42 h p.c. Die Entnahme
der Emfpängereizellen wurde 16-17 Stunden nach der Befruchtung (Zygoten) durchgeführt.
Der Betäubung mittels Stirnschlag schloß sich die Schlachttötung durch Ausbluten nach
Durchtrennung der Halsschlagadern an. Danach wurde die Bauchhöhle eröffnet. Zur
Gewinnung der Embryonen wurden beiderseits die Ovarien, Eileiter und ein ca. 1cm langes
Stück der Uterushornspitzen entnommen. Die Eileiterspülung erfolgte mit einer stumpf
endenden Kanüle (0,8 x 50 mm), die in das Infundibulum tubae eingeführt wurde. Hierbei
kam je Eileiter 5 ml PBS (Sigma, Dulbeccos A) als Spülflüssigkeit zur Anwendung.
Die zuvor auf 35 °C erwärmte Spülflüssigkeit wurde in einer Petrischale
(Greiner, d = 85 mm) aufgefangen, worin auch die Zählung der Embryonen erfolgte. Zur
Vereinfachung dieses Vorganges wurde auf dem Grund der Petrischale mit einem Skalpell ein
Raster eingeritzt. Für die Zählung und Beurteilung der Embryonen stand ein Stereomikroskop
(Nikon, SMZ-2T) mit 25facher bzw. 60facher Vergrößerung zur Verfügung.
3.5 Zwischen- und Endkultur
Für die Zeiträume von der Gewinnung bis zur Manipulation, zwischen den einzelnen
Manipulationsschritten und bis zur Endkultur erfolgte eine Zwischenkultur der Embryonen.
Als Kulturmedium wurde EBSS (Fa. Gibco) mit Zusatz von 20 % Fetal Bovine Serum
(Greiner, FKS) verwendet. Dieses Kulturmedium wurde sterilfiltriert und in sterile
Petrischalen (Greiner, d = 35 mm) abgefüllt. Für die Kultur der Embryonen stand ein
Brutschrank (Fa. Zapf, TS Autoflow Nuaire) zur Verfügung. In diesem Brutschrank wurden
folgende Kulturbedingungen realisiert: 37 °C Temperatur, 5 % CO2-Konzentration und 98 %
relative Luftfeuchte. Unter diesen Kulturbedingungen erfolgte auch die Prüfung der
Entwicklungspotenz der manipulierten und der Kontrollembryonen in einer Endkultur
(in vitro). Dazu wurden die Embryonen in einen Tropfen (ca. 0,2 ml) des oben genannten
Kulturmediums in sterile Petrischalen (Greiner d = 35 mm) umgesetzt. Dieser Tropfen wurde
mit embryotauglichem Mineralöl (Fa. Sigma) überschichtet.
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3.6 Embryotransfer
Der Embryotransfer (ET) wurde als Eileitertransfer chirurgisch durchgeführt. Dazu wurden
die pseudograviden Ammenhäsinnen mittels intramuskulärer Injektion einer Kombination aus
0,2 ml  2 %igem Xylazin (Rompun â) und 0,4 ml  10 %igem Ketamin (Ketavet â) pro kg
Lebendmasse anästhesiert. Falls keine ausreichende Anästhesie zu stande kam, erfolgte eine
Nachdosierung von bis zu 1/3 der Ausgangsdosis.
Nach ADAMS (1982) ist der Zustand der Scheinträchtigkeit der Empfängertiere die
Voraussetzung für eine erfolgreiche Implantation der transferierten Embryonen. Daraufhin
erfolgte der Transfer der manipulierten Embryonen in Ammentiere, die zur Bedeckungszeit
der Spendertiere einen ovulationsauslösenden Reiz mittels eines Gn-RH-Präparates (0,2 ml
Receptal â, Hoechst Veterinär GmbH) erhielten.
Nach Narkotisierung wurden die Tiere in Rückenlage auf dem Operationstisch fixiert.
Anschließend wurde der kaudale Abdominalbereich geschoren und rasiert. Durch einen
Schnitt in der Linea alba von 1cm kaudal des Nabels bis 1cm kranial des letzten Zitzenpaares
wurde die Bauchhöhle eröffnet. Danach erfolgte die Vorlagerung von Uterus, Eileiter und
Ovar. In einer Pipette (Flüssigkeitsmenge ca. 50 µl) befanden sich die zu transferierenden
Embryonen. Diese Pipette wurde 2-3 cm in die Praeampulle des Eileiters eingeführt und die
Embryonen in den Eileiter transferiert. Hierbei sollte nach HAHN und MEIER (1973)
jegliche Luftinsufflation vermieden werden. Da die gewonnenen befruchteten Eizellen (meist
8-12 pro Häsin) nach LZD wieder transferiert werden konnten, wurde auch die von ADAMS
(1962) und HAHN (1974) empfohlene Embryonenzahl von ca. 10 erreicht. Nach dem
Transfer der Embryonen erfolgte die Rückverlagerung von Ovar, Eileiter und Uterus in die
Bauchhöhle. Die Operationswunde wurde mit drei Schichten, das Peritoneum und die
Muskelschichten durch U-Hefte und die Unterhaut mit fortlaufender Naht, verschlossen. Als
Nahtmaterial fand atraumatisches Vicryl (2-0 bis 1) Anwendung. Durch Klammerung mit
einem Hautklammergerät (Leukoclip) erfolgte der Verschluß der Haut. Abschließend wurde
die Wunde mit einem Pflasterspray (Deflandspray) bedeckt. Eine Antibiose wurde nicht
durchgeführt. Die Klammern wurden ca. 10 Tage nach der Operation mittels
Klammerentferner (Leukoclip) entfernt. Auf eine Trächtigkeitskontrolle wurde verzichtet. Zur
Beurteilung des Transfererfolges wurde die Geburtsrate als das Verhältnis zwischen Anzahl
geborener Jungtiere und Anzahl transferierter Embryonen ermittelt.
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3.7  Herstellung der Objektträger für die Laser-Mikromanipulation
Für die Laser-Mikromanipulation der frühen Embryonalstadien kamen speziell hierfür selbst
angefertigte Objektträger zum Einsatz.
In die Mitte des Deckels einer Petrischale (Greiner, d ca. 40 mm) wurde mit Hilfe einer
Ständerbohrmaschiene (Westfalia, SB 20/12) ein im Durchmesser 7-8 mm großes Loch
gebohrt. Anschließend wurden die Lochkanten beiderseits mit einem scharfen Skalpell
entfernt. Auf die Unterseite des Petrischalendeckels wurde mittig über dem Loch ein
Deckgläschen aufgeklebt (UHU- Sekundenkleber). Die Deckgläschen wurden zuvor mit Aqua
tridest. gereinigt und anschließend sterilisiert. Die so hergestellten Objektträger kamen bei
allen Versuchen mit Lasereinsatz zur Anwendung.
3.8 Aufbau der Mikromanipulationseinheit
Die Grundlage der Mikromanipulationseinheit (siehe Abb. A1 u. A2) bildete ein inverses
Mikroskop (Zeiss, Axiovert 135). Am Mikroskoptisch war auf der rechten Seite ein
motorischer Mikromanipulator (Fa. Eppendorf, Mikromanipulator 5171) und an der linken
Seite ein mechanischer Mikromanipulator (Luig & Neumann, Mini 25) angebracht. Am
linken Mikromanipulator wurde ein angefertigter Adapter angebaut, um das Anbringen der
Haltepipette in einem Winkel von 45 ° zum Mikroskoptisch zu ermöglichen. Der motorische
Mikromanipulator, an dem die Transferpipette angebracht wurde, konnte in jedem beliebigen
Winkel von 0 °-90 ° zum Mikroskoptisch eingestellt werden. Die Haltepipette war mit einem
luftbefüllten System verbunden (Fa. Eppendorf, Cell-Tram-Air). Dadurch konnten die zu
manipulierenden Eizellen über die Erzeugung eines Unter– oder Überdrucks gehalten oder
freigegeben werden. Zur Erzeugung des Über- oder Unterdrucks zum Blastomerentransfer
war die Transferpipette mit einem ölbefüllten System (Fa. Eppendorf, Cell-Tram-Oil)
verbunden. Dieses System wurde mit Paraffinöl (Fa. Fluka) befüllt.
An das Mikroskop war eine Videokamera (KAPPA CF, 15/4 MCC) mit Bildverarbeitung
angeschlossen und mit einem Computer verbunden. Somit war es möglich, das
mikroskopische Bild über den Computerbildschirm zu verfolgen.
In dieses Mikroskop wurde über den Fluoreszenzstrahlengang ein Stickstofflaser (LSI Laser
Science inc., Cambridge, USA) eingekoppelt. Dieser Laser emittiert Lichtpulse im
ultravioletten Bereich mit einer Wellenlänge von 337 nm, einer Pulsdauer von 3 ns und einer
Pulsenergie von 0,25 mJ. Die Pulsrate (Hz) konnte von 1-20 Pulsen pro Sekunde beliebig
eingestellt werden. Über einen Abschwächer war es möglich, die Pulsenergie zu kontrollieren.
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Der Laser wurde für diese Versuche vom Institut für Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung Gatersleben (Fachbereich Zytogenetik: Dr. Schubert) ausgeliehen.
Für die fachgerechte Montage wurde der Geschäftsführer der SL Microtest-Jena
(Wildenbruchstraße 15, 07745 Jena), Dr. Leclerc, beauftragt. Dr. Leclerc hatte seinerzeit diese
Laserapparatur nach Gatersleben geliefert.
Der Laserfokus wurde entgegen der Beobachtungsrichtung in die Schärfeebene des
Mikroskopobjektivs eingerichtet. Über das Bildverarbeitungssystem konnte das
mikroskopische Bild auf einem Computerbildschirm in Echtzeit verfolgt werden. Die Lage
des Laserfokus wurde auf dem Bildschirm markiert. Somit war der Laserfokus absolut zum
Mikroskopobjektiv fixiert, das heißt, in der Schärfeebene des Objektives unter der
Markierung auf dem Computerbildschirm befand sich der Laserfokus.
Die Objekte konnten mit Hilfe eines manuellen Tisches (Fa. Zeiss) in der x-Richtung bewegt
werden. Somit war es möglich, mit den beiden Mikromanipulatoren (Halte- und
Transferpipette) und mit dem fokussierten Laser-Mikrostrahl einzeln oder kombiniert zu
arbeiten.
Der Laserstrahl konnte über 3 Objektive fokussiert werden. Es standen das Zeiss Neofluar-
Objektiv 100/1.3 Öl, das Zeiss Ultrafluar-Objektiv 100/1.20 Gly. und das Zeiss Achroplan
40/0,60 zur Verfügung. Das Neofluar-Objektiv arbeitet mit einer numerischen Apertur (NA)
von 1,3 in Öl und beim Achroplan mit einer (NA) von 0,6 ohne Öl. Bei dem Utrafluar-
Objektiv wurde ohne Öl gearbeitet, wodurch sich die (NA) von 1,2 auf unter 1 (0,8-0,9)
verminderte und die Streustrahlung erhöht wurde. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde
die Energie- und Pulsregelung der Laserapparatur bei allen Versuchen auf Maximum
geschaltet und beibehalten.
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Mit der Abbildung 8 wird der Aufbau der Mikromanipulationseinheit schematisch dargestellt.
Abb. 8: Schematischer Aufbau der Mikromanipulationseinheit (Draufsicht)
3.9 Methodische Untersuchungen
3.9.1 Einteilung und Übersicht
Die Einteilung der Methoden erfolgte zum einen nach den 3 verwendeten Objektiven und zum
anderen nach den beiden geplanten Einsatzgebieten im Methodenkomplex Kerntransfer, dem
berührungsfreien Öffnen der Zona pellucida (Laser-Zona-Drilling, LZD) und der
Vorkerndeaktivierung (VKD) mittels Laser-Mikrostrahl. Die methodischen Untersuchungen
wurden mit dem Ziel durchgeführt, den Einfluß der Laserstrahlung auf die
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Entwicklungspotenz befruchteter Eizellen zu prüfen und daraus folgend Parameter für die sich
anschließenden Kerntransferexperimente zu finden. Dabei sollten mögliche Unterschiede
zwischen den Objektiven charakterisiert werden. Die Entwicklungspotenz (bzw.
Entwicklungsdepression) befruchteter Eizellen kann man in vivo (Embryotransfer) und in
vitro (Zellkultur) feststellen.
In Abbildung 9 wird eine Übersicht zur Einteilung der Methoden gegeben. Von den 3
Objektiven ausgehend erfolgten die Untersuchungen zum LZD (Methoden 1-5) und zur
Vorkerndeaktivierung (Methoden 6-11). In den entsprechenden Abschnitten wird den
Methoden die genaue Versuchsdurchführung zugeordnet.
Abb. 9: Übersicht zur Einteilung der methodischen Untersuchungen
3.9.2 Abstufung der Lasereinwirkzeit und Kontrollzeitpunkte
In einigen Vorversuchen (auf die nicht näher eingegangen wird) wurde eine geeignete
Zeitabstufung der Lasereinwirkzeit (siehe Tab. 3) ermittelt, um die Entwicklungsdepression in
geeigneter Form zu charakterisieren. Diese Zeitabstufung wurde bei allen Versuchen zum
LZD und zur Vorkerndeaktivierung beibehalten. Sie war so eingeteilt, daß die ca. 10 Eizellen
pro Häsin einen Versuch bilden.
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Tab. 3: Übersicht der Lasereinwirkzeiten beim LZD und bei der VKD
Lasereinwirkzeit (in Sekunden)
Eizelle LASER-ZONA-DRILLING LASER-VORKERNDEAKTIVIERUNG
K1 0 0
1 10 2
2 20 4
3 30 6
4 60 8
5 120 10
6 180 20
7 240 30
8 300 60
9 360 90
10 420 120
K2 0 0
Zum Vergleich mit den manipulierten Eizellen und zur Charakterisierung der In-vitro-
Kulturbedingungen wurde die Entwicklungspotenz von 2 Eizellen pro Versuch als
Kontrolleizellen getestet. Die erste Kontrolleizelle (K1) wurde gleich nach der Gewinnung
unter Endkulturbedingungen verbracht. Die zweite Kontrolleizelle (K2) wurde zuvor allen
manipulatorischen Schritten (außer der Lasermanipulation) unterzogen. Die frühen
Embryonalstadien wurden einzeln und sofort nach der Laser-Mikromanipulation im
Brutschrank unter Endkulturbedingungen verbracht (siehe 3.5).
Von der physiologischen Embryonalentwicklung des Kaninchens ausgehend (siehe Abb. 1),
erfolgte zu festgesetzten Zeiten nach der Befruchtung eine Beurteilung der Eizellen
(siehe Tab. 4). Hierfür kam ein mit Hoffmann-Modulation-Contrast (Modulation Optics inc.,
HMC) ausgerüstetes inverses Stereomikroskop (Zeiss, Axiovert 135) bei 100- und 400facher
Vergrößerung zur Anwendung. Es wurde das Entwicklungsstadium  erfaßt.
Tab. 4:  Ausgewählte Beobachtungszeitpunkte (h p.c.) und entsprechende physiologische
  Entwicklungsstadien, die in vivo zu erwarten wären
Beobachtungszeitpunkt ( in h p.c.) Physiologisches Entwicklungsstadium
25 2-Zeller
30 4-Zeller
40 8-Zeller
48 16- bis 32-Zeller
72 Morula
96 Blastozyste
140 geschlüpfte Blastozyste
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3.9.3 Untersuchungen zum Laser-Zona-Drilling
Bei den Versuchen zum LZD (Schema siehe Abb. A3) kam zum Test der Entwicklungspotenz
der manipulierten Eizellen der Embryotransfer (in vivo) und die Zellkultur (in vitro) zum
Einsatz. Bei den in vitro Versuchen wurden ausschließlich Embryonen im 2-Zellstadium
manipuliert, wobei sich die beiden Blastomeren übereinander, eine in 12 Uhr- und die andere
in 6 Uhr- Position, befanden. Der Laserfokus wurde in 3 Uhr Position auf die Zona pellucida
eingerichtet und mit steigenden Einwirkzeiten manipuliert (siehe Tab. 3). Hierbei wurde
weder die Eizelle noch der Laserfokus in seiner Lage verändert. Diese Vorgehensweise wurde
beim Einsatz der 3 Objektive (Methode 1, 2 und 3) beibehalten. Beim Test der
Entwicklungspotenz in vivo kam der Embryotransfer zum Einsatz. In bisherigen Ergebnissen
der eigenen Arbeitsgruppe (PORZIG 1998) konnte ein signifikanter Unterschied in der
Geburtsrate nicht manipulierter befruchteter Eizellen nach Embryotransfer im 1- bzw. im 2-
bis 4-Zellstadium nachgewiesen werden. Um die Entwicklungsfähigkeit der Eizellen in vivo
nach LZD charakterisieren zu können, wurden zum Vergleich mit diesen Ergebnissen die
Eizellen im 1- und 2-Zellstadium manipuliert. Dazu wurde die Zona pellucida befruchteter
Eizellen im 1-Zellstadium (M4) und im 2-Zellstadium (M5) mittels Laser-Mikrostrahl
geöffnet. Hierbei wurde ausschließlich das Neofluar-Objektiv eingesetzt. Um ein
durchgehendes Loch mit etwa gleichbleibendem Durchmesser zu drillen, waren ca. 10
Sekunden erforderlich. Diese Parameter wurden beibehalten. Die Gewinnung der im 2-Zell-
stadium zu manipulierenden Eizellen erfolgte 20-22 h p.c.. Zu dieser Zeit waren ca. 50 % der
Eizellen geteilt und ca. 50 % noch 1-Zeller (Zygoten). Die 2-Zeller wurden wie bei den In-
vitro-Versuchen (siehe oben) manipuliert. Der Embryotransfer erfolgte 2 bis 4 Stunden nach
LZD. Beim Transfer der Embryonen wurde wie unter 3.6 beschrieben vorgegangen. Von der
Übersicht in Abbildung 9 ausgehend, wurden die Versuche in Methoden eingeteilt und den
Zahlen die entsprechende Versuchsanstellung zugeordnet (siehe Tab. 5).
Tab. 5: Einteilung der Methoden zum Laser-Zona-Drilling (LZD)  mit entsprechender
  Versuchsanstellung
METHODE VERSUCHSANSTELLUNG
1 LZD mit dem Plan Neofluar 100/Öl im 2-Zellstadium in vitro (M1)
2 LZD mit dem Ultrafluar 100/ Gly im 2-Zellstadium in vitro (M2)
3 LZD mit dem Achroplan LD 40 im 2-Zellstadium in vitro (M3)
4 LZD mit dem Plan Neofluar 100/Öl  im 1-Zellstadium in vivo (M4)
5 LZD mit dem dem Plan Neofluar 100/Öl  im 2-Zellstadium in vivo (M5)
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3.9.4 Untersuchungen zur Vorkerndeaktivierung
Bei den Versuchen zur Vorkerndeaktivierung (VKD) wurden alle Eizellen ca. 20 h p.c.
manipuliert. In diesem Stadium sind die Vorkerne bei befruchteten Kanincheneizellen gut zu
erkennen (siehe Abb. A4). Dies entspricht auch dem Zeitpunkt für den geplanten
experimentellen Einsatz  im Methodenkomplex Kerntransfer.
Die Entwicklungsdepression nach Laser-Mikromanipulation der Vorkerne wurde
ausschließlich in vitro getestet. Bei den Methoden 6, 7 und 8 wurde der Laserfokus mit Hilfe
der drei Objektive direkt auf die Vorkerne gerichtet. Bei den Methoden 9, 10 und 11 wurde
ausschließlich mit dem Neofluar 100/Öl gearbeitet, um die zu erwartenden Unterschiede
durch die Veränderung der Fokuspositionierung charakterisieren zu können.
Von der Übersicht in Abbildung 9 ausgehend, wurden die Versuche in Methoden eingeteilt
und den Zahlen entsprechend die Versuchsanstellung zugeordnet (siehe Tab. 6).
Tab. 6: Einteilung der Methoden zur Vorkerndeaktivierung  mit entsprechender
  Versuchsanstellung
METHODE VERSUCHSANSTELLUNG
6 Laserfokus direkt auf die Vorkerne  mit dem Plan Neofluar 100/Öl (M6)
7 Laserfokus direkt auf die Vorkerne  mit dem Ultrafluar 100/ Gly (M7)
8 Laserfokus direkt auf die Vorkerne  mit dem Achroplan LD 40 (M8)
9 Laserfokus unter Vorkernen in der Zelle mit dem Plan Neofluar 100/Öl (M9)
10 Laserfokus unter Vorkernen außerhalb der Zelle mit dem Plan Neofluar 100/Öl (M10)
11 Laserfokus neben Vorkernen auf gleicher Ebene in der Zelle mit dem Plan Neofluar 100/Öl (M11)
Bei der Methode 9 befindet sich der Laserfokus ca. 30 µm unter der Ebene der Vorkerne in
der Zelle. Bei der Methode 10 befand sich der Laserfokus außerhalb der Eizelle unter der
Zona pellucida und somit ca. 70 µm unter den Vorkernen. Die Defokusierung konnte durch
die Skaleneinteilung an der Mikrometerschraube des Mikroskopes (Zeiss, Axiovert 135)
einheitlich erfolgen. Nach Fokussierung auf die Vorkerne wurde entspechend der
Versuchsanstellung (M9 oder M10) der Laserfokus nach unten verlegt, wodurch die Vorkerne
nicht mehr sichtbar waren und sich defokusiert im Strahlkegel des Laser-Mikrostrahls
befanden. Bei der Methode 11 wurde der Laserfokus ca. 30 µm neben den Vorkernen auf
gleicher Fokusebene mit diesen im Zytoplasma eingerichtet.
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In der Abbildung 10 ist die dreidimensionale Auflösung des Laser-Mikrostrahls in der
befruchteten Eizelle schematisch dargestellt.
Abb. 10: Schematische Darstellung der dreidimensionalen Auflösung des Laser-Mikrostrahls
 A: entspricht Methoden 6, 7 und 8 mit den 3 Objektiven
        B: entspricht Methode 9
C: entspricht Methode 10
D: entspricht Methode 11
3.10 Kerntransfer
3.10.1 Versuchsschema und Einteilung der Kerntransfergruppen
In dem gegebenen Versuchsschema (siehe Abb. 11) wird eine neue Variante des
Kerntransfers nach Vorkerndeaktivierung der Empfängereizellen mittels Laser-Mikrostrahl
beim Kaninchen dargestellt.
Die Tabelle 7 gibt eine Übersicht der verwendeten veränderbaren Methoden.
Zona pellucida
Zytoplasmamembran
Vorkerne
Mikroskopobjektiv
Laserstrahl 337 nm C
Zytoplasma
A
B
D
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Tab. 7: Übersicht zur Einteilung der 3 Kerntransfergruppen
Kerntransfergruppe Blatomerengewinnung
Lasereinwirkzeit direkt auf die Vorkerne der
Empfängereizellen  in Sekunden
1 (G1) nach LZD 10
2 (G2) enzymatisch 10
3 (G3) enzymatisch 2
Abb. 11: Schematische Darstellung des Kerntransfer mit Lasereinsatz beim Kaninchen
Eizellenspender Kernspender
befruchtete Eizellen 8-Zellstadium
Vorkerndeaktivierung
mittels
Laser-Mikrostrahl
Entfernung
der
Polkörper
Blastomerentransfer
Fusion
Kultivierung
Laser-Zona-DrillingProtease
Endkultur
Embryotransfer auf Ammentier
Laser-Zona
Drilling
(unvollständig)
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Die Kerntransferexperimente sind auf Grundlage der Ergebnisse der methodischen
Voruntersuchungen durchgeführt worden. Es wurden 3 Gruppen gebildet. In diesen wurde
jeweils eine Methode des Methodenkomplexes variiert und die anderen beibehalten. Bei der
ersten Gruppe erfolgte die Blastomerengewinnung nach Laser-vermittelter Öffnung der Zona
pellucida. Im Gegensatz dazu erfolgte bei der zweiten und dritten Gruppe die
Blastomerengewinnung enzymatisch, mittels Proteaseanverdauung der Zona pellucida. Die
Vorkerne der Empfängereizellen der ersten und zweiten Gruppe wurden einheitlich mit 10 sec
manipuliert (nach M6), wohingegen die dritte Gruppe mit 2 Sekunden manipuliert wurde
(nach M6). Die veränderbaren Parameter der Elektrozellfusion blieben bei allen 3 Gruppen
gleich (siehe 3.10.6.2). Somit ist es möglich, Gruppe 1 mit Gruppe 2 bezüglich der
Blastomerengewinnung und Gruppe 2 mit Gruppe 3 bezüglich der Lasereinwirkzeit auf die
Vorkerne zu vergleichen.
3.10.2 Herstellung der Pipetten
Für die Durchführung der Kerntransferexperimente war es erforderlich, hinsichtlich ihrer
Funktion und Größe verschiedene Pipetten herzustellen.
Für die Disaggregation der Embryonen in Einzelblastomeren und für die Mikromanipulation
(Halte- und Transferpipetten) kamen Borosilikatglaskapillaren (Fa. Hilgenberg) mit 1 mm
Außendurchmesser (AD) und 0,80 mm Innendurchmesser (ID) zur Anwendung. Diese
Pipetten wurden zunächst mit dem Pipettenziehgerät (Minitüb, Pipettenpuller RI) ausgezogen
und die Pipettenspitze je nach gewünschtem Pipettentyp und Durchmesser an der
Mikroschmiede (Minitüb, Microforge RI) abgebrochen. Die Spitzen von Halte- und
Disaggregationspipetten wurden nach dem Abbrechen rundgeschmolzen, um einer Zerstörung
der Zellmembranen von Eizellen und Blastomeren vorzubeugen.
Die Haltepipetten wurden bei etwa 40 µm AD und die Transferpipetten bei etwa 20-30 µm
AD abgebrochen. Anschließend wurden die Spitzen der Transferpipetten in einem Winkel
von 40° bis 45° an einem Kapillarschleifgerät (Fa. Bachofer) angeschliffen. Die sich im
Lumen der Pipetten befindenden Schleifrückstände wurden durch Spülen mit Aceton und
gründliches Nachspülen mit Aqua tridest. beseitigt. Nach der Reinigung wurde an die Spitze
der Pipette mittels Heizfilament der Mikroschmiede eine zusätzliche Spitze, einer Nadel
ähnlich, ausgezogen. Hierdurch wurde die Penetration der Zona pellucida erleichtert.
Die Spitzen der Halte- und Transferpipetten wurden mittels Mikroschmiede abschließend auf
einen Winkel von 45° gebogen. Dadurch konnte gewährleistet werden, daß die
Pipettenspitzen parallel zum Boden des Manipulationsgefäßes ausgerichtet waren.
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3.10.3  Disaggregation der Blastomeren
Die Disaggregation der Embryonen in Einzelblastomeren erfolgte zum einen enzymatisch
mittels Proteaseanverdauung der Zona pellucida und zum anderen nachdem die Zona
pellucida mittels Laser-Mikrostrahl geöffnet wurde. Die Gewinnung der
Kernspenderembryonen erfolgte ca. 40 Stunden nach der Befruchtung (8-Zellstadium).
Bei der Disaggregation nach LZD wurde die Zona pellucida an 3 Stellen (1-, 2- und 3-Uhr-
Position) mit Hilfe des UV-Lasers geöffnet. Hierbei kam ausschließlich das Neofluar-
Objektiv zum Einsatz. Um 3 etwa gleich große und deutlich erkennbare Löcher zu schneiden,
waren ca. 60 Sekunden Gesamteinwirkzeit auf die Zona pellucida nötig.
Diese 3 Löcher waren erforderlich, um mit Hilfe der Disagreggationspipetten die Blastomeren
zu gewinnen. Für die Disaggregation der Embryonen in Einzelblastomeren wurden im ersten
Schritt Pipetten mit einem ID von ca. 180 µm verwendet. Anschließend wurden die
verbliebenen Blastomerengruppen mit ca. 40 µm großen Pipetten vereinzelt. Zum
Blastomerentransfer nicht benötigte 8-Zellstadien wurden wie oben beschrieben manipuliert
oder als nicht manipulierte Kontrollembryonen in Endkulturbedingungen verbracht.  Die
Beurteilung der Entwicklungsfähigkeit erfolgte  ca. 140 h p.c..
Bei der enzymatischen Blastomerengewinnung (Kerntransfergruppen 2 und 3) wurden die
Embryonen für 7 bis 9 min in 0,5%ige Protease im Brutschrank eingelagert. Es folgte ein
dreimaliges Waschen der Embryonen in PBS und anschließend ein vorsichtiges Pipettieren in
Einzelblastomeren (wie oben beschrieben).
3.10.4 Vorkerndeaktivierung der Empfängereizellen
Die befruchteten Eizellen wurden 16-17 h p.c. gewonnen. Nachdem sie ca. 3 Stunden im
Brutschrank zwischenkultiviert wurden, erfolgte die Laser-Mikromanipulation. Die Vorkerne
der Eizellen aus den Gruppen 1 und 2 wurden 10 Sekunden, aus Gruppe 3 für 2 Sekunden mit
dem Laser-Mikrostrahl bearbeitet (siehe 3.10.1). Hierbei wurde entsprechend Methode 6 der
Fokus direkt auf die Vorkerne gerichtet. Anschließend erfolgte eine Zwischenkultur für ca. 30
min bis zum Blastomerentransfer.
Eigene Untersuchungen                                                                                                                                        43
3.10.5 Blastomerentransfer
Die manipulierten Empfängereizellen wurden mit den Einzelblastomeren in einen
Manipulationstropfen (ca. 0,2 ml Kulturmedium) auf das Deckgläschen (siehe 3.7) eingesetzt.
Anschließend wurde die Halte- und Transferpipette in den Tropfen eingeführt. Nach
Fixierung der zu manipulierenden Eizellen an der Haltepipette (Polkörper in 6-Uhr-Position)
wurde mittels Laser-Mikrostrahl in die Zona pellucida in 4-Uhr-Position ein Loch gedrillt
(Loch siehe Abb. A6 u. Abb. A7), wobei das Loch nicht bis in den perivitellinen Raum der
Eizelle reichte und somit die innere Seite der Zona pellucida intakt blieb. Die
Transferpipettenspitze wurde in eine Schärfeebene mit dem Loch in der Zona pellucida
gebracht. Durch vorsichtige Vorwärtsbewegung konnte die Zona pellucida mit der Spitze
leicht durchdrungen werden. Beim weiteren Vordringen in den perivitellinen Raum wurde
darauf geachtet, daß die Zytoplasmamembran nicht beschädigt wird. Dazu wurde die
Pipettenspitze unter der Zytoplasmamembran entlang in Richtung 6-Uhr-Position bewegt.
Hierdurch kam die Pipette unter der Eizelle im perivitellinen Raum zur Position, wodurch die
Polkörper in die Transferpipette eingesaugt werden konnten. Nach Absetzen der Polkörper im
Manipulationsmedium wurde eine Blastomere in die Transferpipette eingesaugt. Diese wurde
wie oben beschrieben in die Eizelle eingeführt (siehe Abb. A5) und die Blastomere in den
perivitellinen Spalt abgesetzt (siehe Abb. A6). Die so gebildeten Oozyten-Blastomeren-
Komplexe (OBK) verblieben bis zum Ende der Manipulation der jeweiligen Oozytengruppe
im Manipulationstropfen. Abschließend erfolgte eine dreimalige Waschung im
Manipulationsmedium und eine Zwischenkultur (nach 3.5) für ca. 1 Stunde bis zur
Elektrozellfusion.
3.10.6 Elektrozellfusion
3.10.6.1 Herstellung der  Elektrozellfusionskammer
Zur Herstellung der Elektrozellfusionskammer wurden zwei Edelstahldrähte mit einem
Durchmesser von 500 µm parallel in einem Abstand von ca. 500 µm in eine Petrischale
(Greiner, d = 85 mm) geklebt. Hierzu kamen 2 Tropfen eines Zweikomponentenklebers
(Leuna, Helapox) zur Anwendung. Da zwischen den Tropfen kein Kleber vorhanden war, ist
eine mögliche Schädigung der OBK durch zytotoxische Bestandteile des Klebers als
unwahrscheinlich anzusehen. Die den Rand der Petrischale überragenden Enden der Drähte
waren mit dem Elektrozellfusionsgerät (Biomed, Biojet CF) verbunden.
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Bei den durchgeführten Untersuchungen kam ausschließlich eine Elektrozellfusionskammer
zur Anwendung. Diese wurde nach jedem Versuch mit 70%igem iso-Propanol desinfiziert
und mit Aqua tridest. gründlich gespült. Nach anschließender Lufttrocknung der Kammer
wurde sie in einem verschlossenen Glasgefäß aufbewahrt.
Abb. 12: Skizze des Aufbaus der Fusionskammer (Draufsicht)
3.10.6.2 Oozyten-Blastomeren-Fusion
Am Zellfusionsgerät können verschiedene Programme erarbeitet, abgespeichert und bei
Bedarf wieder abgerufen werden. Sie unterscheiden sich bezüglich Pulsdauer, Zahl und
Abstand der Pulse, in den verwendeten Feldstärken und können in unterschiedlicher
Kombination mit verschiedenen Programmabständen als Programmkombination sowohl für
die Fusion als auch für die Aktivierung eingesetzt werden.
In sehr umfangreichen Untersuchungen der Arbeitsgruppe (PORZIG 1998) wurden geeignete
Fusionsparameter unter den gegebenen Laborbedingungen ermittelt. Um den Einfluß
verschiedener Fusionsprogramme bei den eigenen Untersuchungen auszuschließen, kam das
in der Arbeitsgruppe erfolgreichste Fusionsprogramm 11 (PORZIG 1998) bei allen Versuchen
zur Anwendung.
Die Elektrozellfusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe erfolgte in der unter 3.10.6.1
beschriebenen Zellfusionskammer, welche in Verbindung mit dem Zellfusionsgerät (Biomed,
Biojet CF) stand. Als Fusionsmedium kam eine 0,3 M Manitol-Lösung (Fa. Sigma) zur
Anwendung, welche mit 100 µM CaCl2 und 100 µM MgCl2 ergänzt wurde. Zur Anpassung
an das Fusionsmedium wurden die OBK in eine Petrischale (Fa. Greiner) mit Fusionsmedium
für ca. 5 min eingesetzt. Nach dieser Equilibrierung wurden die OBK zwischen die Drähte der
Zellfusionskammer eingebracht. Die Fusionsobjekte konnten mit einer zugeschmolzenen und
abgerundeten Glaspipette so ausgerichtet werden, daß die anliegenden Membranen von
Klebestelle
Elektrodenabstand
(d = 500 µm)
Petrischale
(d = 85 mm)
Draht
(d = 500 µm)
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Oozyte und Blastomere parallel zu den Elektroden und somit senkrecht zu den Feldlinien
lagen. Weiterhin wurde ein Wechselfeld (AC) zur Optimierung der Ausrichtung
(Amplitude 1) der OBK und zur Erhöhung des Anpressdrucks zwischen Oozyte und
Blastomere (Amplitude 2) eingesetzt. Zur Erhöhung des Anpressdrucks wurde nach dem
Fusionspuls (Post-alignment) ein AC-Feld angelegt. Nach Ablauf des Fusionsprogrammes
wurden die OBK aus der Zellfusionskammer entnommen  und in Kulturmedium im
Brutschrank kultiviert. Nach ca. 30 min erfolgte eine Kontrolle auf erfolgte Fusion
(siehe Abb. A7). Bei noch nicht fusionierten OBK wurde ein erneuter Fusionsversuch
unternommen (maximal 3 Fusionsversuche). Nach Ablauf der Elektrozellfusion wurde die
Anzahl fusionierter OBK erfaßt und daraus die Fusionsrate ermittelt. Das eingesetzte
Fusionsprogramm ist mit den einzelnen Parametern in der Tabelle 8 aufgeführt.
Tab. 8: Parameter des genutzten Fusionsprogrammes 11 (nach PORZIG 1998)
Parameter
Alignmentfield
Freqenz (MHz)
Spannung Amplitude 1 (V)
Spannung Amplitude 2 (V)
Dauer Amplitude 1 (s)
Dauer Amplitude 2 (s)
Dauer Ramp (s)
Fusionspuls
Feldstärke (kV cm)
Dauer (µs)
Pulsanzahl
Pulsintervall (s)
AC off time (ms)
Postalignment
Dauer (s)
Modus
1
5
4
5
4
1
2,2
60
1
0,1
10
60
Ramp
3.10.7 Endkultur oder Embryotransfer der Kerntransferembryonen
Erfolgreich fusionierte OBK wurden 3 mal in EBSS + 20 % FKS gewaschen und in
Endkulturbedingungen verbracht (nach 3.5). Die Anzahl geteilter kerntransplantierter
Embryonen wurde 42 h p.c. der Empfängereizellen (ca. 21 h nach Blastomerentransfer)
bestimmt  und daraus die Teilungsrate ermittelt. Zur Beurteilung der Entwicklungsfähigkeit
in vitro wurde die Endkultur bis ca. 90 h p.c. der Empfängereizellen durchgeführt und das
maximale Entwicklungsstadium erfaßt. Zum Test der In-vivo-Entwicklungspotenz schloß sich
ca. 22 Stunden nach der Manipulation (ca. 44 h p.c. der Empfängereizellen) der
Embryotransfer an. Beim Embryotransfer wurde wie unter 3.6  beschrieben vorgegangen.
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3.11 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 10.0 für Windows.
Die Häufigkeitsanalyse (Kontingenztafeln; Crosstabs) wurde einheitlich mit dem
Chi-Ouadrat-Test nach Pearson durchgeführt.
Hierbei wurden beim Vergleich der Entwicklungsfähigkeit der Eizellen anhand der
Entwicklungsstadien die prozentualen Anteile der vorliegenden Entwicklungsstadien
zwischen den Versuchsgruppen verglichen und auf Signifikanz getestet.
Bei den Versuchen mit Embryotransfer  erfolgte ein Vergleich der Geburtsrate, und bei den
Ergebnissen der Kerntransferexperimente wurden die Blastomerentransferrate, die
Fusionsrate, der prozentuale Anteil Pulse (max 3) bis zur Fusion, die Teilungsrate sowie die
prozentualen Anteile der vorliegenden Entwicklungsstadien zwischen den Versuchsgruppen
verglichen und auf Signifikanz getestet.
Ergebnisse                                                                                                                                                           47
4                 Ergebnisse
4.1 Gewinnung und Aufteilung der Eizellen auf die Versuchsgruppen
In allen Versuchen wurden natürlich bedeckte Häsinnen als Embryonenspender verwendet.
Von den für die Gewinnung der Eizellen herangezogenen Donoren wurde die Anzahl der
Corpora lutea (C.l.) bzw. Ovulationspunkte (Op.) und die Anzahl der gefundenen Eizellen
erfaßt. Aus diesem Verhältnis bestimmt sich die Gewinnungsrate. Als Totalausfälle werden
die Spender bezeichnet, bei denen keine Op. bzw. C.l. gefunden werden konnten. Die
Erfolgsrate der Methode beruht auf der Anzahl der eingesetzten Spender im Verhältnis zu den
Donoren, die mit einer Ovulation auf die natürliche Bedeckung reagierten. Während der
methodischen Untersuchungen wurden 90 Spender (Zika) und für die Kerntransferversuche
55 Spender  zur Gewinnung der frühembryonalen Stadien herangezogen (zusammen 145). Bei
diesen Tieren wurden insgesamt 1494 Op. bzw. C.l. nachgewiesen, d.h. durchschnittlich 10,3
Op. bzw. C.l. pro Spender. Gewonnen wurden 1457 befruchtete Eizellen, d.h. durchschnittlich
10,1 pro Häsin. Dies entspricht einer Gewinnungsrate von 97,5 %. Ohne Einbeziehung der
Spender, die keine Ovulationspunkte bzw. Corpora lutea aufwiesen, erhöht sich die Anzahl
der Op. bzw. C.l. pro Donor auf 10,8 und die der gewonnenen Eizellen auf 10,6 pro Tier.
Sieben der zur Gewinnung herangezogenen Häsinnen wiesen keine Op. bzw. C.l. und auch
keine Eizellen auf. Es ergab sich eine Erfolgsrate der Methode von 95,2 %.
Tab. 9: Ergebnisse der Gewinnung
natürlicher Deckakt Op. bzw. C.l. Oozyten Rate in %
mit Totalausfall (Op. bzw. C.l. = 0)
Anzahl Spender 145 145
Mittelwert ± STABW 10,3 ± 0,21 10,1 ± 0,19
Max. 16 16
Min. 0 0
Gesamt 1494 1457 97,5
ohne Totalausfall
Anzahl Spender 138 138
Mittelwert ± STABW 10,8 ± 0,22 10,6 ± 0,2
Max. 16 16
Min. 7 6
Gesamt 1494 1457 97,5
Ausfälle 7 7 4,8
Erfolg der Methode 95,2
Op. bzw. C.l.: Ovulationspunkte bzw. Corpora lutea Max.:    maximale Anzahl
STABW: Standardabweichung Min.:     minimale Anzahl
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Von den 1457 gewonnenen Eizellen wurden 905 für die methodischen Untersuchungen
verwendet. Davon wurden 202 Eizellen in 18 Versuchen (M4 und M5) auf Ammenhäsinnen
transferiert. Die verbliebenen 703 Eizellen wurden bei den Versuchen mit anschließender In-
vitro-Kultur eingesetzt. Da beide Kontrolleizellen von 4 Versuchsgruppen 140 h p.c. nicht das
Morulastadium erreichten, wurden diese Versuche (zusammen 42 Eizellen) von der weiteren
Auswertung ausgeschlossen. Somit wurden insgesamt 661 Eizellen für die methodischen
Untersuchungen mit anschließender In-vitro-Kultur eingesetzt und ausgewertet. Bei den
Kerntransferexperimenten kamen insgesamt 552 befruchtete Eizellen als Empfängereizellen
zum Einsatz. Davon wurden 380 Eizellen bei den In-vitro-Versuchen der 3
Kerntransfergruppen verwendet (G1: 117; G2: 129; G3: 134). Für die Versuche mit
anschließendem Embryotransfer der Kerntransferprodukte wurden 172 Eizellen verwendet.
4.2  In-vitro-Kultur der Kontrolleizellen
Im Folgenden werden die Ergebnisse (Entwicklungsstadien) der Kontrolleizellen der
methodischen Untersuchungen zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten nach In-vitro-
Kultur angegeben. Da bis 48 h p.c. die Zellzahl (Blastomerenanzahl) gezählt werden konnte,
erfolgt die Angabe der Mittelwerte (mit Standardabweichung) der Zellstadien bis zu diesem
Beobachtungszeitpunkt für die Kontrolle 1 (K1) in der Tabelle 10 und für die Kontrolle 2
(K2) in der Tabelle 11.
Tab. 10: Anzahl der Blastomeren in der Kontrolle 1 (bis 48 h p.c.)
Kontrolle 1 25 h p.c. 30 h p.c. 40 h p.c. 48 h p.c.
Mittelwert ± STABW 1,9 ± 0,3 3,7 ± 0,7 7,9 ± 0,7 16,6 ± 4,4
Min. 1 2 4 8
Max. 2 4 8 32
n 63 63 63 63
STABW: Standardabweichung Max.: höchstes Zellteilungsstadium
n: Anzahl Min.: geringstes Zellteilungstadium
Tab. 11: Anzahl der Blastomeren in der Kontrolle 2 (bis 48 h p.c.)
Kontrolle 2 25 h p.c. 30 h p.c. 40 h p.c. 48 h p.c.
Mittelwert ± STABW 1,9 ± 0,3 3,5 ± 0,9 7,7 ± 1,0 16,5 ± 3,8
Min. 1 2 4 8
Max. 2 4 8 32
n 63 63 63 63
STABW: Standardabweichung Max.: höchstes Zellteilungsstadium
n: Anzahl Min.: geringstes Zellteilungstadium
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Mit dem Beobachtungszeitpunkt 72 h p.c. beginnend, erfolgt die Angabe der Anzahl und des
prozentualen Anteiles der vorliegenden Zellteilungsstadien (72 h p.c., 96 h p.c. und 140 h
p.c.). Diese Ergebnisse gibt Tabelle 12 wieder. Es kam vor, daß eine der 2 Kontrolleizellen
(pro Versuch) 140 h p.c. nicht das Morulastadium erreichte. So entwickelten sich 12,7 % der
Eizellen der K1 nur bis zum 32-Zeller. Bei den K2 entwickelten sich 3,2 % bis maximal zum
16-Zeller und 22,2 % bis zum 32-Zeller.
Tab. 12:  Anzahl und prozentualer Anteil (in Klammern) an Zellteilungsstadien der
                Kontrollen zu den verschiedenen Beobachtungszeitpunkten
72 h p.c. 16-Zeller 32-Zeller Morula Blastozyste Gesamt
Kontrolle 1 4  (6,3 %) 21  (33,3 %) 38  (60,3 %) 63  (100 %)
Kontrolle 2 9  (14,3 %) 22  (34,9 %) 32  (50,8 %) 63  (100 %)
96 h p.c.
Kontrolle 1 8  (12,7 %) 55  (87,3 %) 63  (100 %)
Kontrolle 2 2  (3,2 %) 15  (23,8 %) 46  (73,0 %) 63  (100 %)
140 h p.c.
Kontrolle 1 8  (12,7 %) 36  (57,1 %) 19  (30,2%) 63  (100 %)
Kontrolle 2 2  (3,2 %) 14  (22,2 %) 40  (63,5 %) 7  (11,1%) 63  (100 %)
Bei der Beurteilung der Eizellen zu den früheren Beobachtungszeitpunkten (30 h p.c.,
40 h p.c., 48 h p.c., 72 h p.c.) konnten die 4-, 8-, 16- und 32- Zeller bestimmt und gut
unterschieden werden. Auffallend war, daß erst nach Ausdehnung der Kulturdauer
(140 h p.c.) eine Blastozystenbildung zu beobachten war.
Da eine einheitliche statistische Prüfung zu allen Beobachtungszeitpunkten angestrebt wurde,
kam der Vergleich der prozentualen Anteile der insgesamt vorliegenden Teilungsstadien zu
den einzelnen Beobachtungszeitpunkten zur Anwendung. Auch aufgrund der sehr geringen
Blastozystenrate der Kontrollembryonen hat sich diese Vorgehensweise angeboten. Deshalb
wird auch nicht auf den Unterschied in der Blastozystenrate zwischen K1 und K2
(30,2 % versus 11,1 %) eingegangen.
Die statistische Prüfung auf signifikante Unterschiede im Teilungsgeschehen zwischen der
Kontrolle 1 und der Kontrolle 2 wurde innerhalb der einzelnen Methoden und zwischen den
Methoden zu allen untersuchten Beobachtungszeitpunkten (h p.c.) durchgeführt (siehe 3.11).
Es konnte kein signifikanter Unterschied im Teilungsgeschehen zwischen Kontrolle 1 und
Kontrolle 2 gefunden werden. Deshalb wird auf eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse
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der statistischen Prüfung verzichtet. Im Weiteren werden die Kontrolleizellen (K1 und K2)
zusammen als Kontrollen angegeben.
Somit zeigte sich, daß das eingesetzte In-vitro-Kultursystem bei Kultur von 1- und 2-Zellern
bis 140 h p.c. eine Weiterentwicklung bis zum Blastozystenstadium
(K1: 30,2 % und K2: 11,1 %) ermöglicht und eine gute Entwicklungsfähigkeit bis zum
Morulastadium (K1: 57,1 % und K2: 63,5 %) gewährleistet.
Durch den Vergleich mit diesen nicht manipulierten Kontrollembryonen sollte der Einfluß der
manipulativen Eingriffe bestimmt werden. Daraus  sind die Parameter für die durchgeführten
Kerntransferexperimente aufgestellt worden. Hierfür bietet das verwendete Kultursystem mit
den erreichten Morula- und Blastozystenraten eine ausreichende Grundlage.
Zur Beurteilung des Einflusses der 3 Löcher in der Zona pellucida der 8-Zell-Embryonen bei
der Blastomerengewinnung wurde eine In-vitro-Kultur der zum Kerntransferversuch nicht
benötigten 8-Zeller (Kernspender) durchgeführt. Hierbei wurden die 8-Zeller wie zur
Blastomerengewinnung an den drei Positionen geöffnet und anschließend einzeln, wie die
zwei unbehandelten Kontrolleizellen (K1 und K2), der In-vitro-Endkultur zugeführt
(siehe 3.5). Ausschließlich zum Beobachtungszeitpunkt 140 h p.c. erfolgte die Erfassung der
Entwicklungsstadien.
Tab 13: Ergebnisse der In-vitro-Kultur der 8-Zeller 140 h p.c. (absolut und in Prozent)
140 h p.c. Morula Blastozyste Gesamt
Kontrolle 4  (28,6 %) 10  (71,4 %) 14  (100 %)
LZD 18  (34,0 %) 35  (66,0 %) 53  (100 %)
Es ergab sich eine nicht signifikant verschiedene Entwicklungsfähigkeit der
Kontrollembryonen zu den manipulierten Embryonen. Die erreichten Blastozystenraten in
beiden Gruppen (siehe Tab. 13)  sprechen dafür, daß sich die Embryonen sehr gut weiter
entwickeln konnten. Auch das Fehlen von 16- bzw. 32-Zellstadien spricht für eine sehr gute
Entwicklungsfähigkeit dieser Embryonen. Beim Vergleich der Kontrollembryonen, die im
8-Zellstadium mit denen, die im 2-Zellstadium der In-vitro-Kultur zugeführt wurden (siehe
Tab. 12), ergeben sich höchst signifikante Unterschiede der Entwicklungsfähigkeit
(p £ 0,001) zum Beobachtungszeitpunkt 140 h p.c..
Das Kulturmedium konnte auch zum letzten Beobachtungszeitpunkt (140 h p.c.) sowohl bei
Kultur von 1- bzw. 2-Zellern als auch  bei 8-Zellern als Ausgangsstadien als sauber und
pilzfrei beurteilt werden.
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4.3 Untersuchungen zum Laser-Zona-Drilling
4.3.1 In-vitro-Versuche
Das Ziel der Untersuchung bestand darin, den Einfluß des berührungsfreien Öffnens der Zona
pellucida mittels Laser-Mikrostrahl (Laser-Zona-Drilling) auf die Entwicklungsfähigkeit
befruchteter Eizellen zu charakterisieren. Hierbei sollten durch steigende Einwirkzeiten des
Lasers mögliche Unterschiede zwischen den verwendeten Objektiven bei der Beeinflussung
der weiteren Entwicklung ermittelt werden. Hieraus sind Rückschlüsse auf die Wirkung
(Arbeitsweise) der UV-Strahlung zu erwarten.
Versuchsablauf
Bei diesen Versuchen wurde in der unter 3.9.3 beschriebenen Art und Weise vorgegangen.
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden insgesamt 231 (M1: 94; M2: 68; M3: 69) Eizellen
eingesetzt. Die In-vitro-Kultur wurde entsprechend 3.5 durchgeführt. Zu festgesetzten
Beobachtungszeitpunkten (h p.c.) erfolgte die Erfassung der Entwicklungsstadien (siehe
3.9.2).
Ergebnisse
Da den drei Methoden die gleiche Versuchsanstellung bei Einsatz der verschiedenen
Objektive zugrundeliegt (siehe 3.9.3), werden die Ergebnisse zusammen dargestellt.
Bis 48 Stunden nach der Befruchtung konnte die Zellzahl (Blastomerenanzahl) gezählt
werden. Somit besteht die Möglichkeit, die Mittelwerte der Zellzahl
(mit Standardabweichung) bis zu diesem Beobachtungszeitpunkt (48 h p.c.) anzugeben
(siehe Tab. 14). In den Fällen, in denen ein Entwicklungsstillstand (bzw.
Entwicklungsverzögerung) zu einem früheren Beobachtungszeitpunkt festgestellt wurde, wird
das maximal erreichte Entwicklungsstadium aufgeführt. Im Anhang werden die Ergebnisse
für die Beobachtungszeitpunkte 30 h p.c. (Tab. A1) und 40 h p.c. (Tab. A2) angegeben.
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Tab. 14: Ergebnisse der Untersuchungen zum LZD mit verschiedenen Objektiven in vitro:
               Erreichte Zellzahl 48 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
Methode 1 K 10 20 30 60 120 180 240 300 360 420
Mittelwert
± STABW
15
± 2,7
15,5
± 2,1
14,4
± 3,6
13,7
± 3,9
12,6
± 4,3
12,0
± 4,3
9,0
± 4,7
8,0
± 3,7
8,0
± 0,0
5,1
± 2,0
4,9
± 2,3
Min. 8 8 8 8 8 8 4 4 8 4 2
Max. 16 16 16 16 16 16 16 16 8 8 8
n 16 15 5 7 7 8 8 8 6 7 7
Methode 2
Mittelwert
± STABW
14,7
± 3,1
13,3
± 4,1
14,7
± 3,2
12,0
± 4,4
12,0
± 4,4
12,0
± 4,4
8,0
± 0,0
8,0
± 0,0
7,4
± 1,3
3,6
± 0,9
2,0
± 0,0
Min. 8 8 8 8 8 8 8 8 5 2 2
Max. 16 16 16 16 16 16 8 8 8 4 2
n 12 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5
Methode 3
Mittelwert
± STABW
15,3
± 2,3
16,0
± 0,0
13,3
± 4,1
12,0
± 4,4
6,7
± 2,1
6,0
± 2,2
2,8
± 1,1
5,7
± 2,7
2,8
± 1,1
2,3
± 0,8
2,0
± 0,0
Min. 8 16 8 8 4 4 2 2 2 2 2
Max. 16 16 16 16 8 8 4 8 4 4 2
n 12 6 6 6 6 6 5 6 5 6 5
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenzahl
n:  Anzahl
Da mit dem Beobachtungszeitpunkt 72 h p.c. beginnend Morulastadien auftraten, erfolgt die
Angabe der Anzahl der vorliegenden Zellteilungsstadien, denn bei der Morula und
Blastozyste ist keine genaue Angabe der Zellzahl möglich (SCHNORR 1985). Im Anhang
sind die Ergebnisse für die Beobachtungszeitpunkte 72 h p.c. (siehe Tab. A3) und 96 h p.c.
(siehe Tab. A4) aufgeführt. In der weiteren Auswertung wird sich auf die Ergebnisse zum
letzten Beobachtungszeitpunkt (140 h p.c.) bezogen. So werden in Tabelle 15 die erreichten
Zellteilungsstadien zum Beobachtungszeitpunkt 140 h p.c. nach Manipulation mit den
verschiedenen Lasereinwirkzeiten aufgeführt.
In den Fällen, in denen ein Entwicklungsstillstand (bzw. Entwicklungsverzögerung) zu einem
früheren Beobachtungszeitpunkt festgestellt wurde, wird das maximal erreichte
Entwicklungsstadium angegeben.
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Tab. 15: Maximal erreichte Entwicklungsstadien der manipulierten Eizellen nach LZD mit
                verschiedenen Objektiven (140 h p.c.)
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
K
(nxZt.)
10
(nxZt.)
20
(nxZt.)
30
(nxZt.)
60
(nxZt.)
120
(nxZt.)
180
(nxZt.)
240
(nxZt.)
300
(nxZt.)
360
(nxZt.)
420
(nxZt.)
Methode 1
3xB
10xM
3x32
2xB
10xM
3x32
1xB
3xM
1x32
6xM
1x32
4xM
2x32
1x16
3xM
1x32
3x16
1x8
2x32
4x16
2x8
3x16
4x8
1x4
1x16
5x8
1x16
6x8
2x8
4x4
1x2
Methode 2
3xB
7xM
2x32
3xB
1xM
2x32
1xB
3xM
2x32
3xM
3x32
3xM
3x32
3xM
1x32
1x16
1x8
1xM
1x32
3x16
1x8
1xM
3x16
1x8
1x32
1x16
3x8
4x4
1x2 5x2
Methode 3
2xB
8xM
2x32
3xM
2x32
1x16
3xM
2x32
1x16
4x32
2x16
4x16
1x8
1x4
5x8
1x4
1x8
3x4
1x2
1x8
3x4
2x2
1x8
1x4
3x2
1x4
5x2 5x2
n: Anzahl B: Blastozyste
K: Kontrolleizellen M: Morula
Zt.: Zellteilungsstadium
Zum Vergleich der Methoden wurde die prozentuale Verteilung der erreichten
Entwicklungsstadien berechnet und für die drei Methoden (M1: Tab. 16; M2: Tab. 17; M3:
Tab. 18) angegeben. Zur Veranschaulichung erfolgt eine graphische Darstellung dieser
Ergebnisse (140 h p.c.) für die Methoden einzeln in einem Säulendiagramm (M1: Abb. 13;
M2: Abb. 14; M3: Abb. 15). In den Diagrammen entspricht eine Säule 100 % der erreichten
Entwicklungsstadien. Die verschiedenen Farben einer Säule kennzeichnen den prozentualen
Anteil des jeweiligen Zellteilungsstadiums.
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Tab. 16: Prozentualer Anteil der erreichten Entwicklungsstadien in Abhängigkeit von der
               Lasereinwirkzeit für die Methode 1 (Neofluar) 140 h p.c.
Prozentualer Anteil der Entwicklungsstadien nach In-vitro-Kultur (140 h p.c.)Laser-
Einwirkzeit
(in Sekunden) 2-Zeller 4-Zeller 8-Zeller 16-Zeller 32-Zeller Morula Blastozyste
K 12,5 68,8 18,8
10 20,0 66,7 13,3
20 20,0 60,0 20,0
30 14,3 85,7
60 14,3 28,6 57,1
120 12,5 37,5 12,5 37,5
180 25,0 50,0 25,0
240 12,5 50,0 37,5
300 83,3 16,7
360 85,7 14,3
420 14,3 57,1 28,6
Tab. 17: Prozentualer Anteil der erreichten Entwicklungsstadien in Abhängigkeit von der
               Lasereinwirkzeit für die Methode 2 (Ultrafluar) 140 h p.c.
Prozentualer Anteil der Entwicklungsstadien nach In-vitro-Kultur (140 h p.c.)Laser-
Einwirkzeit
(in Sekunden) 2-Zeller 4-Zeller 8-Zeller 16-Zeller 32-Zeller Morula Blastozyste
K 16,7 58,3 25,0
10 33,3 16,7 50,0
20 33,3 50,0 16,7
30 50,0 50,0
60 50,0 50,0
120 16,7 16,7 16,7 50,0
180 16,7 50,0 16,7 16,7
240 20,0 20,0 60,0 20,0
300 60,0 20,0 20,0
360 20,0 80,0
420 100,0
Tab. 18: Prozentualer Anteil der erreichten Entwicklungsstadien in Abhängigkeit von der
               Lasereinwirkzeit für die Methode 3 (Achroplan) 140 h p.c.
Prozentualer Anteil der Entwicklungsstadien nach In-vitro-Kultur (140 h p.c.)Laser-
Einwirkzeit
(in Sekunden) 2-Zeller 4-Zeller 8-Zeller 16-Zeller 32-Zeller Morula Blastozyste
Kontrolle 16,7 66,7 16,7
10 16,7 33,3 50,0
20 16,7 33,3 50,0
30 33,3 66,7
60 16,7 16,7 66,7
120 16,7 83,3
180 20,0 60,0 20,0
240 33,3 50,0 16,7
300 60,0 20,0 20,0
360 83,3 16,7
420 100,0
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Abb. 13: Darstellung der prozentualen Verteilung der erreichten Entwicklungsstadien
                   140 h p.c in Abhängigkeit von der Lasereinwirkzeit für Methode 1 (Neofluar)
Abb. 14: Darstellung der prozentualen Verteilung der erreichten Entwicklungsstadien
                   140 h p.c. in Abhängigkeit von der Lasereinwirkzeit für Methode 2 (Ultrafluar)
Abb. 15: Darstellung der prozentualen Verteilung der erreichten Entwicklungsstadien
                   140 h p.c. in Abhängigkeit von der Lasereinwirkzeit für Methode 3 (Achroplan)
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Es wird deutlich, daß die Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen mit steigenden
Einwirkzeiten des Lasers auf die Zona pellucida abnimmt. Dies trifft für die drei Methoden
(3 Objektive) gleichermaßen zu, wobei die Weiterentwicklung der Embryonen nicht nur
stagnierte, sondern auch lichtmikroskopische Degenerationserscheinungen in Form von
Zytoplasmadislokationen, Verklumpungen und Lysis zu finden waren. Diese Erscheinungen
traten meist gemeinsam auf, wurden aber nicht näher untersucht. Um den Einfluß der
Laserstrahlen charakterisieren zu können, wurde sich auf die Erfassung der
Entwicklungsstadien beschränkt. Nachdem die Eizellen eine Entwicklungsverzögerung
aufwiesen bzw. die Weiterentwicklung einstellten, kam es spätestens einen
Entwicklungsschritt weiter zu Degenerationserscheinungen. Dadurch wird die Bestimmung
des Zellteilungsstadiums mit Fortschreiten der Degeneration schwierig bis unmöglich. Hierbei
hat sich das eingesetzte System mit den häufigen Beobachtungszeitpunkten bewährt. Durch
die gewählten Beobachtungsintervalle konnte die Entwicklungsverzögerung bzw. der
Entwicklungsstillstand zeitlich festgestellt werden, bevor dies lichtmikroskopisch nicht mehr
möglich war.
Um die bestehenden Unterschiede zwischen den Objektiven bei der Beeinflussung der
Entwicklungsfähigkeit einer statistischen Prüfung zu unterziehen, wurde wie unter 3.11
beschrieben vorgegangen. Hierbei wurden die Methoden einzeln untereinander nach den
verschiedenen Lasereinwirkzeiten auf die Zona pellucida zu allen Beobachtungszeitpunkten
miteinander verglichen. Mit der Tabelle A5 wird eine Übersicht der Ergebnisse der
statistischen Prüfung gegeben.
Auffallend ist, daß bei Lasereinwirkzeiten bis 20 Sekunden zu allen Beobachtungszeitpunkten
kein signifikanter Unterschied in der Entwicklungsfähigkeit der befruchteten Eizellen nach
LZD mit den drei Objektiven besteht. Es ist erkennbar, daß zwischen der Methode 1
(Neofluar) und der Methode 2 (Ultrafluar), außer nach 360 Sekunden bzw. 420 Sekunden
Lasereinwirkzeit, keine signifikanten Unterschiede bei der prozentualen Verteilung der
Entwicklungsstadien bestehen. Demgegenüber wird sowohl beim Vergleich der Methode 1
mit Methode 3 als auch beim Vergleich der Methode 2 und Methode 3 ein signifikanter
Einfluß des Objektivs auf die Entwicklungsfähigkeit deutlich, wobei zwischen der Methode 1
und der Methode 3 die Unterschiede am größten sind. Zwischen der Methode 2 und der
Methode 3 sind die Unterschiede nicht so deutlich ausgeprägt.
Somit konnte nachgewiesen werden, daß ein signifikanter Einfluß auf die
Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen in vitro besteht, nachdem diese durch
Verwendung verschiedener Objektive mit steigenden Einwirkzeiten manipuliert (LZD)
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wurden. Das Neofluar-Objektiv (M1) hat den geringsten (noch Teilungen nach 420
Sekunden) und das Achroplan (M3) den größten negativen Einfluß auf die
Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen.
So ist auffallend, daß bereits 20 % der Eizellen, die mit 180 sec Lasereinwirkzeit nach
Methode 3 manipuliert wurden, keine weitere Teilung zeigten (siehe Tab. 18). Konnten sich
noch 20 % der nach Methode 1 (siehe Tab. 16) und 16,7 % der nach Methode 2
(siehe Tab. 17) manipulierten Eizellen mit 20 Sekunden Lasereinwirkzeit in vitro zu
Blastozysten entwickeln, so blieb die Blastozystenbildung schon nach 10 Sekunden
Lasereinwirkzeit mit Methode 3 (siehe Tab. 18) aus. Mit 30 Sekunden Lasereinwirkzeit
konnten bei allen 3 Methoden keine Blastozysten gefunden werden. Allerdings blieb nach
dieser Einwirkzeit bei Methode 3 schon die Morulabildung aus, wohingegen noch 85,7 % der
nach Methode 1 und 50,0 % der nach Methode 2 behandelten Eizellen das Morulastadium
erreichten. Nach 60 Sekunden Lasereinwirkzeit mit Methode 3 war das 16-Zellstadium
(66,7 % der manipulierten Eizellen) das maximal erreichte Entwicklungsstadium
(siehe Tab. 18). Demgegenüber konnten sich nach dieser Einwirkzeit noch 57,1 % (M1) bzw.
50,0 % (M2) der manipulierten Eizellen zur Morula entwickeln.
Diese Untersuchungsserie lieferte die Erkenntnis, daß anhand der Entwicklungsfähigkeit
befruchteter Eizellen nach LZD mit steigenden Einwirkzeiten Aussagen über den Einfluß der
verwendeten Objektive möglich sind. Weiterhin konnte die negative Beeinflussung anhand
der steigenden Einwirkzeiten quantifiziert werden.
Die bei den Kontrolleizellen nachgewiesene bessere Entwicklungsfähigkeit der 8-Zeller im
Vergleich zu 2-Zellern als Ausgangsstadien zur Kultur (siehe 4.2) wird durch die wiederum
höchst signifikant (p £ 0,001) bessere Entwicklungsfähigkeit der mit 60 Sekunden
manipulierten 8-Zeller im Vergleich zu den mit 60 Sekunden manipulierten 2-Zellern
bestätigt. Mit der Abbildung A8  wird eine Blastozyste dargestellt, nachdem die Zona
pellucida im 8-Zellstadium an den drei Positionen geöffnet wurde.
4.3.2 In-vivo-Versuche
Das Ziel dieser Untersuchung war es die In-vivo-Entwicklungspotenz (Embryotransfer) nach
LZD im Vergleich zu den Ergebnissen des Embryotransfer mit nicht manipulierten
Embryonen an Hand der Ergebnisse von PORZIG (1998) zu testen.
Ergebnisse                                                                                                                                                           58
Versuchsablauf
Bei diesen Versuchen wurde in der unter 3.9.3 beschriebenen Weise vorgegangen. Unter
Verwendung des Neofluar-Objektivs wurde die Zona pellucida von 1-Zellern (M4) und
2-Zellern (M5) mittels Laser-Mikrostrahl berührungslos geöffnet (10 Sekunden Einwirkzeit).
Insgesamt wurden in 18 Versuchen 202 Embryonen transferiert. Die Embryonalstadien
stammten ausschließlich von der Rasse Zika und wurden auch wieder auf Empfängertiere
dieser Rasse übertragen. Der Embryotransfer wurde wie unter 3.6 beschrieben durchgeführt.
Ergebnisse
Von den 202 manipulierten Embryonalstadien wurden 45 gesunde und lebensfähige
Nachkommen geboren. Dies entspricht einer Geburtsrate von 22,28 %. Von den 104 im
Einzellstadium (M4) übertragenen Embryonen wurden 18 Nachkommen geworfen, was einer
Geburtsrate von 17,31 % entspricht. Nach Transfer von 98 Embryonen im Zweizellstadium
(M5) wurden 27 Nachkommen geboren. Dies entspricht einer Geburtsrate von 27,55 %. In der
Tabelle 19 werden die Ergebnisse der Embryotransfers nach LZD dargestellt.
Tab. 19: Ergebnisse des Embryotransfers nach LZD entsprechend Methode 4 und Methode 5
Gesamt Methode 4 Methode 5
Anzahl transferierter
Embryonen 202 104 98
Anzahl
Nachkommen 45 18 27
Geburtsrate in % 22,28 17,31 27,55
Die mit 10,24 Prozentpunkten bessere Geburtsrate der nach Methode 5 behandelten 2-Zeller
ist der nach Methode 4 behandelten 1-Zeller signifikant überlegen (Chi2 = 3,72; p £ 0,05;
einseitig).
4.4 Untersuchungen zur Vorkerndeaktivierung
4.4.1 Direkte Vorkernmanipulation
Ziel der Untersuchung
Anhand der Entwicklungsdepression befruchteter Eizellen sollte eine quantitative
(Lasereinwirkzeit) und qualitative (Verwendung der 3 Objektive) Abschätzung des Einflusses
der direkten Vorkernmanipulation ermöglicht werden.
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Versuchsablauf
Bei diesen Versuchen wurde in der unter 3.9.4 beschriebenen Weise vorgegangen. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden 202 (M6: 83; M7: 65; M8: 54) befruchtete Eizellen
eingesetzt. Die In-vitro-Kultur wurde entsprechend 3.5 durchgeführt. Zu festgesetzten
Beobachtungszeitpunkten (h p.c.) erfolgte die Erfassung der Entwicklungsstadien
(siehe 3.9.2).
Ergebnisse
Da den Methoden die gleiche Versuchsanstellung (Laserfokus direkt auf die Vorkerne) bei
Einsatz der verschiedenen Objektive zugrundeliegt, werden die Ergebnisse zusammen
dargestellt. Bei den 3 Methoden konnte bei jeder Lasereinwirkzeit nach dem
Beobachtungszeitpunkt 48 h p.c. keine weitere Zellteilung registriert werden. Deshalb ist das
zu diesem Zeitpunkt vorliegende Entwicklungsstadium als das maximal erreichbare
anzusehen. In Tabelle 20 erfolgt die Angabe der Mittelwerte (mit Standardabweichung) der
Zellzahl (Blastomerenanzahl) für diesen Beobachtungszeitpunkt. In den Fällen, in denen ein
Entwicklungsstillstand (bzw. Entwicklungsverzögerung) zu einem früheren
Beobachtungszeitpunkt festgestellt wurde, wird das maximal erreichte Entwicklungsstadium
aufgeführt. Im Anhang werden die Ergebnisse für die Beobachtungszeitpunkte 25 h p.c.
(Tab. A6), 30 h p.c. (Tab. A7) und 40 h p.c. (Tab. A8) angegeben.
Tab. 20: Ergebnisse der direkten Vorkernmanipulation mit verschiedenen Objektiven:
               Erreichte Zellzahl 48 h p.c.
Lasereinwirkzeit direkt auf die Vorkerne (in Sekunden)
Methode 6 K 2 4 6 8 10 20 30
Mittelwert
± STABW
22,2
± 8,0
3,4
± 1,0
3,0
± 1,1
3,0
± 1,1
1,9
± 0,3
2,2
± 0,7
2,1
± 0,8
1,6
± 0,5
Min. 16 2 2 2 1 2 1 1
Max. 32 4 4 4 2 4 4 2
n 18 10 10 10 10 9 8 8
Methode 7
Mittelwert
± STABW
16,0
± 0,0
4,6
± 2,5
2,0
± 0,9
1,8
± 0,5
1,6
± 0,5
1,5
± 0,5
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 16 2 1 1 1 1 1 1
Max. 16 8 4 2 2 2 1 1
n 12 7 8 8 8 8 8 6
Methode 8
Mittelwert
± STABW
16,0
± 0,0
1,9
± 0,4
1,6
± 0,5
1,1
± 0,4
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 16 1 1 1 1 1 1 1
Max. 16 2 2 2 1 1 1 1
n 12 7 7 7 6 6 5 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
Ergebnisse                                                                                                                                                           60
Mit der Abbildung 16 werden die Ergebnisse der direkten Vorkernmanipulation mit den
verschiedenen Objektiven bei steigenden Einwirkzeiten vergleichend dargestellt.
Abb. 16: Vergleichende Darstellung der Entwicklungsdepression befruchteter Eizellen nach
                direkter Vorkernmanipulation mit den verschiedenen Objektiven (M6, M7 u. M8)
                48 h p.c.
Es wird deutlich, daß mit steigenden Einwirkzeiten des Lasers die Entwicklungsfähigkeit der
Eizellen abnimmt. Dies trifft für die drei Methoden (3 Objektive) gleichermaßen zu.
Allerdings ist ein Einfluß der Objektive erkennbar. So ist die negative Beeinflussung der
Entwicklungsfähigkeit nach Manipulation entsprechend Methode 8 (Achroplan) am größten,
da 8 Sekunden Lasereinwirkzeit genügten, um weitere Teilungen zu verhindern.
Demgegenüber konnte bei Methode 6 erst nach 60 Sekunden Einwirkzeit und bei Methode 7
nach 20 Sekunden die weitere Teilung der Eizellen gestoppt werden. Somit teilten sich die
manipulierten Eizellen bei Verwendung des Neofluar-Objektivs (M6) am weitesten. Auch die
Tatsache, daß bei Methode 8 maximal das 2-Zellstadium erreicht wurde und bei einigen
Eizellen bereits 2 Sekunden Einwirkzeit ausreichten, um die Entwicklungsfähigkeit ganz zu
stoppen, bestätigt diesen Trend.
Bei Manipulation mit Methode 7 waren nach 6 Sekunden Lasereinwirkzeit keine 4-Zeller
mehr zu finden, wobei noch nach 20 Sekunden Einwirkzeit mit Methode 6 letztmalig 4-Zeller
auftraten. Um die Unterschiede zwischen den Objektiven einer statistischen Prüfung zu
unterziehen, wurde wie unter 3.11 beschrieben vorgegangen. Mit der Tabelle A9 wird eine
Übersicht der Ergebnisse der statistischen Prüfung gegeben.
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Auffallend ist, daß zu allen Lasereinwirkzeiten zwischen den drei Methoden 25 h p.c. keine
signifikanten Unterschiede in der Entwicklungsfähigkeit bestehen. Dies liegt in der Tatsache
begründet, daß bis auf wenige Ausnahmen bis zu diesem Zeitpunkt keine Teilungen der
Eizellen erkannt wurden (siehe Tab. A9). Erst bei längerer Kulturdauer waren die
befruchteten Eizellen fähig, Teilungen durchzuführen. Somit erfolgten die Zellteilungen bei
allen Versuchsgruppen verspätet.
Aufgrund der starken Teilungshemmung schon bei sehr geringen Lasereinwirkzeiten ist die
funktionelle Entkernung befruchteter Eizellen mittels Laser-Mikrostrahl anzunehmen. Von
einer funktionellen Entkernung kann prinzipiell schon bei Lasereinwirkzeiten von 2 Sekunden
ausgegangen werden, da die Vorkerne so geschädigt werden, daß eine Weiterentwicklung in
vitro nicht über das 4-Zellstadium (mit Ausnahme eines 8-Zellers) hinaus erfolgte.
Somit konnte nachgewiesen werden, daß ein signifikanter Einfluß auf die
Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen in vitro besteht, nachdem diese durch
Verwendung verschiedener Objektive mit steigenden Einwirkzeiten manipuliert wurden. Das
Neofluar-Objektiv (M1) hat den geringsten und das Achroplan-Objektiv (M3) hat den größten
negativen Einfluß auf die Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen. Das Ultrafluar-
Objektiv ist dem Neofluar-Objektiv sehr ähnlich.
4.4.2 Defokussierte Vorkernmanipulation
Das Ziel dieser Untersuchung bestand darin, anhand der Entwicklungsdepression befruchteter
Eizellen nach Manipulation mit steigenden Einwirkzeiten eine qualitative
(Laserfokusposition) Abschätzung der Wirkungsweise des fokussierten Laserstrahls in der
befruchteten Kanincheneizelle zu finden.
Versuchsablauf
Bei diesen Versuchen wurde in der unter 3.9.4 beschriebenen Weise vorgegangen.
Dabei wurde der Laserfokus an verschiedene Stellen in und außerhalb der Eizelle positioniert
und anschließend mit steigenden Einwirkzeiten des Lasers manipuliert. Hierbei kam bei allen
Versuchen das Neofluar-Objektiv zum Vergleich untereinander (M9, M10 und M11) und zum
Vergleich mit der direkten Vorkernmanipulation (M6) zum Einsatz.
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden 228 (M9: 62; M10: 84; M11: 82) befruchtete
Eizellen eingesetzt und ihre weitere Entwicklungsfähigkeit in vitro erfaßt. Die In-vitro-Kultur
wurde entsprechend 3.5 durchgeführt. Zu festgesetzten Beobachtungszeitpunkten (h p.c.)
erfolgte die Erfassung der Zellteilungsstadien (siehe 3.9.2).
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Ergebnisse
Da bei diesen Methoden das gleiche Objektiv (Neofluar) zum Eisatz kam, werden die
Ergebnisse zusammen dargestellt.
Bis 48 Stunden nach der Befruchtung konnte die Zellzahl (Blastomerenanzahl) gezählt
werden. Somit besteht die Möglichkeit, die Mittelwerte der Zellzahl (mit Standard-
abweichung) bis zu diesem Beobachtungszeitpunkt anzugeben (siehe Tab. 21). In den Fällen,
in denen ein Entwicklungsstillstand (bzw. Entwicklungsverzögerung) zu einem früheren
Beobachtungszeitpunkt festgestellt wurde, wird das maximal erreichte Entwicklungsstadium
aufgeführt. Im Anhang werden die Ergebnisse für die Beobachtungszeitpunkte 25 h p.c.
(Tab. A10), 30 h p.c. (Tab. A11) und 40 h p.c. (Tab. A12) angegeben.
Tab. 21: Ergebnisse der defokusierten Manipulation: Erreichte Zellzahl 48 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
Methode 9 K 2 4 6 8 10 20 30 60 120
Mittelwert
± STABW
16,0
± 0.0
3,7
± 0,5
3,6
± 0,8
2,6
± 1,0
2,4
± 0,5
1,8
± 1,2
1,2
± 0,4
1,3
± 0,5
1,0
± 0,0
Min. 16 3 2 2 2 1 1 1 1
Max. 16 4 4 4 3 4 2 2 1
n 12 7 7 7 7 6 6 6 4
Methode 10
Mittelwert
± STABW
16,0
± 0,0
15,0
± 2,8
11,0
± 4,1
8,0
± 0,0
7,5
± 1,4
7,0
± 1,9
7,5
± 1,4
7,0
± 1,9
5,7
± 2,4
2,8
± 0,8
Min. 16 8 8 8 4 4 4 4 2 2
Max. 16 16 16 8 8 8 8 8 8 4
n 16 8 8 8 8 8 8 8 7 5
Methode 11
Mittelwert
± STABW
16,0
± 0,0
11,4
± 4,3
10,7
± 4,1
13,3
± 4,1
11,3
± 5,3
12,9
± 4,8
5,4
± 4,3
6,5
± 4,1
5,5
± 5,9
1,0
± 0,0
Min. 16 8 8 8 4 4 1 1 1 1
Max. 16 16 16 16 16 16 16 16 16 1
n 16 7 6 6 6 9 9 10 9 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
Auch bei der Methode 9 (wie M6) konnte 48 h p.c. keine weitere Teilung manipulierter
Eizellen beobachtet werden. Daraufhin wird das zu diesem Zeitpunkt vorliegende
Entwicklungsstadium als das maximal erreichbare Entwicklungsstadium betrachtet. Bei den
Eizellen, die entsprechend Methode 10 und Methode 11 manipuliert wurden, konnte eine
Teilungsaktivität bis 140 h p.c. beobachtet werden. Mit dem Beobachtungszeitpunkt 72 h p.c.
beginnend, wird die Anzahl der vorliegenden Entwicklungsstadien angegeben.  Im Anhang
sind die Ergebnisse für die Beobachtungszeitpunkte 72 h p.c. (Tab. A13) und 96 h p.c.
(Tab. A14) aufgeführt. In der weiteren Auswertung wird sich auf die Ergebnisse zum letzten
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Beobachtungszeitpunkt (140 h p.c.) bezogen. So werden in Tabelle 22 die erreichten
Zellteilungsstadien 140 h p.c. nach Manipulation mit den verschiedenen Lasereinwirkzeiten
(M10 und M11) aufgeführt. In den Fällen, in denen ein Entwicklungsstillstand zu einem
früheren Zeitpunkt festgestellt wurde, wird das maximal erreichte Entwicklungsstadium
angegeben.
Tab. 22: Maximal erreichte Entwicklungsstadien der manipulierten Eizellen mit M10 und
               M11 (140 h p.c.)
Lasereinwirkzeit (in Sekunden)
K
(nx Zt.)
2
(nxZt.)
4
(nxZt.)
6
(nxZt.)
8
(nxZt.)
10
(nxZt.)
20
(nxZt.)
30
(nxZt.)
60
(nxZt.)
120
(nxZt.)
Methode 10
3xB
10xM
3x32
2xB
2xM
2x32
2x16
4xM
1x32
3x16
1x32
7x16
5x16
3x8
6x16
2x8
6x16
1x8
1x4
1x16
6x8
1x4
1x16
3x8
3x4
1x16
2x4
2x2
Methode 11
3xB
11xM
2x32
1xB
4xM
2x32
1xB
3xM
2x32
3xM
3x32
3xM
2x32
1x16
4xM
2x32
2x16
1x8
2x50
4x32
2x16
1x1
2x32
4x16
2x8
1x4
1x1
2x16
1x8
1x4
2x2
3x1
4x1
n: Anzahl B: Blastozyste
Zt.: Zellteilungsstadium M: Morula
K: Kontrolleizellen
Zum Vergleich wurden die prozentualen Anteile der erreichten Entwicklungsstadien
berechnet und für die Methode 10 in Tabelle 23 und für die Methode 11 in Tabelle 24
angegeben. Zur Veranschaulichung erfolgt eine graphische Darstellung dieser Ergebnisse
(140 h p.c.) für die Methoden einzeln in Säulendiagrammen (M10: Abb. 17; M11: Abb. 18).
In den Diagrammen entspricht eine Säule 100 % der erreichten Teilungsstadien nach
Manipulation mit der jeweiligen Lasereinwirkzeit. Die verschiedenen Farben einer Säule
kennzeichnen den prozentualen Anteil des jeweiligen Zellteilungsstadiums.
Tab. 23: Prozentualer Anteil der erreichten Zellteilungsstadien in Abhängigkeit von der
               Lasereinwirkzeit für die Methode 10 (140 h p.c.)
Prozentualer Anteil der Entwicklungsstadien nach In-vitro-Kultur (140 h p.c.)Laser-
Einwirkzeit
(in Sekunden) 1-Zeller 2-Zeller 4-Zeller 8-Zeller 16-Zeller 32-Zeller Morula Blastozyste
K 18,8 62,5 18,8
2 25,0 25,0 25,0 25,0
4 37,5 12,5 50,0
6 87,5 12,5
8 37,5 62,5
10 25,0 75,0
20 12,5 12,5 75,0
30 12,5 75,0 12,5
60 42,9 42,9 14,3
120 40,0 40,0 20,0
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Tab. 24: Prozentualer Anteil der erreichten Zellteilungsstadien in Abhängigkeit von der
               Lasereinwirkzeit für die Methode 11 (140 h p.c.)
Prozentualer Anteil der Entwicklungsstadien nach In-vitro-Kultur (140 h p.c.)Laser-
Einwirkzeit
(in Sekunden) 1-Zeller 2-Zeller 4-Zeller 8-Zeller 16-Zeller 32-Zeller Morula Blastozyste
K 12,5 68,8 18,8
2 28,6 57,1 14,3
4 33,3 50,0 16,7
6 50,0 50,0
8 16,7 33,3 50,0
10 11,1 22,2 22,2 44,4
20 11,1 22,2 44,4 22,2
30 10,0 10,0 20,0 40,0 20,0
60 33,3 22,2 11,1 11,1 22,2
120 100,0
Abb. 17: Darstellung der prozentualen Verteilung der erreichten Zellteilungsstadien
                140 h p.c. in Abhängigkeit von der Lasereinwirkzeit für die Methode 10
                (Fokusposition unter der Zelle)
Abb. 18: Darstellung der prozentualen Verteilung der erreichten Zellteilungsstadien
                140 h p.c. in Abhängigkeit von der Lasereinwirkzeit für die Methode 11
                (Fokusposition neben den Vorkernen in der Zelle)
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Die Methoden 9, 10 und 11 (Laserfokus nicht direkt auf die Vorkerne gerichtet) sind zum
Vergleich mit der Methode 6 (Laserfokus direkt auf die Vorkerne gerichtet) durchgeführt
worden. Da bei Methode 6 nach dem Beobachtungszeitpunkt 48 h p.c. keine weitere Teilung
festgestellt wurde, erfolgt eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse zu diesem
Beobachtungszeitpunkt.
In der Abbildung 19 werden die Ergebnisse der Methode 6 und der Methode 9 vergleichend
dargestellt. Hierbei sind keine signifikanten Unterschiede (bis auf 3 Ausnahmen,
siehe Tab. A15a u. A15b) in der Entwicklungsdepression zwischen den Methoden nach
Manipulation mit den verschiedenen Einwirkzeiten erkennbar. Somit ist die negative
Beeinflussung der Vorkerne im Strahlkegel (M9) vergleichbar zur direkten
Vorkernmanipulation (M6). Die Teilungsfähigkeit der befruchteten Eizellen ist
übereinstimmend mit 60 Sekunden Lasereinwirkzeit gestoppt. Damit wird deutlich, daß im
Strahlkegel, in unmittelbarer Nähe zum Laserfokus, die negative Beeinflussung der Vorkerne
vergleichbar zur direkten Vorkernmanipulation ist.
Abb. 19: Vergleichende Darstellung der Entwicklungsdepression befruchter Eizellen nach
                Laserfokusierung auf (M6) und unter die Vorkerne in der Zelle (M9) 48 h p.c.
In der Abbildung 20 werden die Ergebnisse der Methoden 6, 10 und 11 vergleichend
dargestellt (48 h p.c.). Hierbei sind sehr große Unterschiede in der Entwicklungsdepression
zwischen den Methoden nach Manipulation mit den verschiedenen Einwirkzeiten erkennbar.
Die mit Methode 10 und Methode 11 manipulierten Eizellen besitzen eine weitaus größere
Entwicklungspotenz als die mit Methode 6 manipulierten Eizellen.
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Abb. 20: Vergleichende Darstellung der Entwicklungsdepression befruchteter Eizellen nach
                Manipulation mit veränderter Laserfokusposition 48 h p.c.
Um die Unterschiede der Entwicklungsdepression der befruchteten Eizellen nach
Veränderung der Laserfokusposition einer statistischen Prüfung zu unterziehen, wurde wie
unter 3.11 beschrieben vorgegangen. In den Tabellen A15a und 15b wird eine Übersicht der
statistischen Prüfung gegeben.
Beim Vergleich der Methode 6 mit Methode 10 sind zu allen Einwirkzeiten signifikante
Unterschiede in der Entwicklungsfähigkeit vorhanden. Auch beim Vergleich der Methode 6
mit Methode 11 ist ein signifikanter Einfluß auf die Entwicklungsfähigkeit vorhanden.
Allerdings kommt dieser erst mit steigender Kulturdauer zum Vorschein, da 25 h p.c. und 30
h p.c. (bis auf wenige Ausnahmen) noch keine signifikanten Unterschiede im
Entwicklungsgeschehen bestehen. So sind bei den selben Eizellen zum Beispiel nach 2 und
nach 4 Sekunden Einwirkzeit 25 h p.c. und 30 h p.c. keine signifikanten Unterschiede
erkennbar, diese treten 40 h p.c. und 48 h p.c. auf. Das heißt, daß sich diese Eizellen nach
Manipulation mit Methode 11 direkt nach der Manipulation vergleichbar mit Methode 6
schlecht teilen, aber mit steigender Kulturdauer noch in der Lage sind, sich in vitro zur
Blastozyste zu entwickeln.
Interessant ist der Vergleich der Methode 10 mit Methode 11. So ist bei Methode 10 mit
4 Sekunden keine Blastozystenbildung und schon ab 6 Sekunden keine Morula mehr zu
finden (siehe Abb. 17). Demgegenüber ist bei Methode 11 erst ab 6 Sekunden keine
Blastozyste und sogar erst ab 30 Sekunden keine Morula mehr zu finden. Allerdings sind bei
Methode 11 bereits mit 20 Sekunden 1-Zellstadien und mit 120 Sekunden nur noch
0
4
8
12
16
20
2 4 6 8 10 20 30 60 120
Lasereinwirkzeit (in Sekunden)
Entwicklungs-
stadium:
Mittelwert
der Anzahl
 der
Blastomeren
Methode  6
Methode 10
Methode 11
Ergebnisse                                                                                                                                                           67
1-Zellstadien vorhanden (siehe Abb. 18), wohingegen bei M10 alle manipulierten Eizellen mit
120 Sekunden noch Teilungen durchführten. Damit zeigte sich, daß kurze Einwirkzeiten bei
Methode 11 einen geringeren negativen Einfluß als bei Methode 10 haben, aber längere
Einwirkzeiten das Gegenteil bewirken.
Somit konnte nachgewiesen werden, daß durch Veränderung der Laserfokusposition
(gleiches Objektiv) ein signifikanter Einfluß auf die Teilungsfähigkeit befruchteter Eizellen in
vitro besteht, nachdem diese mit steigenden Einwirkzeiten manipuliert wurden. Hieraus sind
Aussagen zur Wirkungsweise des Lasers im Fokus und im Strahlkegel möglich.
4.5 Kerntransferexperimente
Das Ziel der Untersuchungen war es,  die Entwicklungskapazität von Kerntransferembryonen
nach unterschiedlichem methodischen Vorgehen entsprechend der jeweiligen
Kerntransfergruppe zu bestimmen. Aus dem Vergleich der Ergebnisse sollten Aussagen zum
Einfluß der gewählten Versuchsparameter getroffen werden.
Versuchsablauf
Bei diesen Versuchen wurde in der unter 3.10 beschriebenen Weise vorgegangen. Im Rahmen
der Untersuchungen zur Entwicklungskapazität von Kerntransferembryonen
(in vitro) kamen insgesamt 380 befruchtete und Laser-deaktivierte Eizellen zum Einsatz
(G1: 117; G2: 129, G3: 134). Die In-vitro-Kultur wurde entsprechend 3.5 durchgeführt. Zu
den  Beobachtungszeitpunkten 42 h p.c. und 90 h p.c. der Empfängereizellen erfolgte die
Erfassung der Entwicklungsstadien. Da bei der In-vitro-Kultur der Kerntransferembryonen
nach 90 h p.c. keine Weiterentwicklung (auch keine Blastozysten), sondern nur beginnende
bzw. fortgeschrittene Degenerationserscheinungen gefunden wurden, muß auf eine
Darstellung verzichtet werden.
Die Ergebnisse der Kerntransferexperimente werden im Folgenden einzeln aufgeführt. Die
berechneten Effizienzen orientieren sich an der Gesamtzahl der manipulierten Eizellen
(gesamt) und die der Zwischenschritte (z.B. erfolgreicher Blastomerentransfer) beziehen sich
auf die für die weitere Bearbeitung genutzten Oozyten (Einzelschritt).
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4.5.1 Kerntransfergruppe 1
Nachdem alle 117 Eizellen entsprechend der methodischen Einteilung (siehe 3.10.1)
behandelt wurden, konnten nach erfolgreichem Blastomerentransfer 104 (88,9 %) Oozyten-
Blastomeren-Komplexe (OBK) erstellt werden. Die mit 84,6 % im Einzelschritt fusionierten
OBK teilten sich zu 74 % (65), was einer Gesamtteilungsrate von 55,6 % entspricht (Tab. 25).
Tab. 25: Ergebnisse der Kerntransfergruppe 1
Anzahl
Rate in %
Gesamt
Rate in %
Einzelschritt
befruchtete Oozyten
erfolgreicher Blastomerentransfer
Fusion
Teilung
117
104
88
65
-
88,9
75,2
55,6
-
88,9
84,6
73,9
Die benötigte Anzahl der Pulse bis zur Fusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe
(geteilte Kerntransferprodukte) ist in Tabelle 26 dargestellt.
Tab. 26: Anzahl der Pulse bis zur Fusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe (Gruppe 1)
Anzahl Pulse Anzahl OBK in %
1 Puls 47 72,3
2 Pulse 13 20,0
3 Pulse 5 7,7
Die Kerntransferembryonen wurden in einer In-vitro-Kultur auf ihre Entwicklungsfähigkeit
untersucht. Die Entwicklungsstadien 42 h p.c. und 90 h p.c. gibt Tabelle 27 wieder.
Tab. 27: Entwicklungsstadien der Kerntransferprodukte (Gruppe 1)
Kontrollzeitpunkt beobachtete Stadien Anzahl Anzahl in %
42 h p.c.
1 - Zeller
2 - Zeller
4 - Zeller
10
51
4
15,4
78,5
6,2
90 h p.c.
2 - Zeller
3 - Zeller
4 - Zeller
6 – Zeller
8 – Zeller
16 – Zeller
32 - Zeller
28
1
17
2
12
3
2
43,1
1,5
26,2
3,1
18,5
4,6
3,1
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4.5.2 Kerntransfergruppe 2
Nachdem alle 129 Eizellen entsprechend der methodischen Einteilung (siehe 3.10.1)
behandelt wurden, konnten nach erfolgreichem Blastomerentransfer 121 (93,8 %) Oozyten-
Blastomeren-Komplexe (OBK) erstellt werden. Die mit 92,6 % im Einzelschritt fusionierten
OBK teilten sich zu 92,0 % (103), was einer Gesamtteilungsrate von 79,8 % entspricht
(Tab. 28).
Tab. 28: Ergebnisse der Kerntransfergruppe 2
Anzahl
Rate in %
Gesamt
Rate in %
Einzelschritt
befruchtete Oozyten
erfolgreicher Blastomerentransfer
Fusion
Teilung
129
121
112
103
-
93,8
86,8
79,8
-
93,8
92,6
92,0
Die benötigte Anzahl Pulse bis zur Fusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe
(geteilte Kerntransferprodukte) ist in Tabelle 29 dargestellt.
Tab. 29: Anzahl der Pulse bis zur Fusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe (Gruppe 2)
Anzahl Pulse Anzahl OBK in %
1 Puls 70 68,0
2 Pulse 24 23,3
3 Pulse 9 8,7
Die Kerntransferembryonen wurden in einer In-vitro-Kultur auf ihre weitere Entwicklungs-
fähigkeit untersucht. Die Entwicklungsstadien 42 h p.c. und 90 h p.c. gibt Tabelle 30 wieder.
Tab. 30: Entwicklungsstadien der Kerntransferprodukte (Gruppe 2)
Kontrollzeitpunkt beobachtete Stadien Anzahl Anzahl in %
42 h p.c.
1 - Zeller
2 - Zeller
3 - Zeller
4 - Zeller
8 - Zeller
6
73
4
19
1
5,8
70,9
3,9
18,5
1
90 h p.c.
2 - Zeller
3 - Zeller
4.- Zeller
6 - Zeller
8 - Zeller
16 - Zeller
32 - Zeller
36
8
24
3
20
10
2
35,0
7,8
23,3
2,9
19,4
9,7
1,9
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4.5.3 Kerntransfergruppe 3
Nachdem alle 134 Eizellen entsprechend der methodischen Einteilung (siehe 3.10.1)
behandelt wurden, konnte nach erfolgreichem Blastomerentransfer 129 (96,3 %) Oozyten-
Blastomeren-Komplexe (OBK) erstellt werden. Die mit 97,7 % im Einzelschritt fusionierten
OBK teilten sich zu 95,2 % (120), was einer Gesamtteilungsrate von 89,6 % entspricht
(Tab. 31).
Tab. 31: Ergebnisse der Kerntransfergruppe 3
Anzahl
Rate in %
Gesamt
Rate in %
Einzelschritt
befruchtete Oozyten
erfolgreicher Blastomerentransfer
Fusion
Teilung
134
129
126
120
-
96,3
94,0
89,6
-
96,3
97,7
95,2
Die benötigte Anzahl Pulse bis zur Fusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe
(geteilte Kerntransferprodukte) ist in Tabelle 32 dargestellt.
Tab. 32: Anzahl der Pulse bis zur Fusion der Oozyten-Blastomeren-Komplexe (Gruppe 3)
Anzahl Pulse Anzahl OBK in %
1 Puls 104 86,7
2 Pulse 15 12,5
3 Pulse 1 0,8
Die Kerntransferembryonen wurden in einer In-vitro-Kultur auf ihre weitere Entwicklungs-
fähigkeit untersucht. Die Entwicklungsstadien 42 h p.c. und 90 h p.c. gibt Tabelle 33 wieder.
Tab. 33: Entwicklungsstadien der Kerntransferprodukte (Gruppe 3)
Kontrollzeitpunkt beobachtete Stadien Anzahl Anzahl in %
42 h p.c.
1 - Zeller
2 - Zeller
3 - Zeller
4 - Zeller
6 - Zeller
8 - Zeller
1
52
24
38
2
3
0,8
43,3
20,0
31,7
1,7
2,5
90 h p.c.
2 - Zeller
4.- Zeller
6 - Zeller
8 - Zeller
16 - Zeller
32 - Zeller
Morula
8
5
3
6
23
27
48
6,7
4,2
2,5
5,0
19,2
22,5
40,0
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4.5.4 Vergleich der Kerntransfergruppen
Mit der Tabelle 34 wird eine Übersicht der statistischen Prüfung der Ergebnisse der
Kerntransfergruppen gegeben. Hierbei wurde wie unter 3.11 beschrieben vorgegangen.
Tab. 34: Übersicht zur statistischen Auswertung der Ergebnisse der Kerntransferexperimente
Vergleich G1 mit G2 Vergleich G2 mit G3 Vergleich G1 mit G3
Versuchsparameter
p Signifikanz p Signifikanz p Signifikanz
Blastomerentransferrate 0,969 ns 0,356 ns 0,024 *
Fusionsrate 0,035 * 0,096 ns 0,001 ***
Anzahl Pulse 0,232 ns 0,001 *** 0,001 ***
Teilungsrate 0,001 *** 0,2707 ns 0,001 ***
Entwicklungsstadien 48 h p.c. 0,009 ** 0,001 *** 0,001 ***
Entwicklungsstadien 90 h p.c. 0,432 ns 0,001 *** 0,001 ***
p = Wert für die Irrtumswahrscheinlichkeit * = p £ 0,05   (signifikant)
ns  = nicht signifikant (p > 0,05) ** = p £ 0,01   (hoch signifikant)
*** = p £ 0,001 (höchst signifikant)
Keine signifikanten Unterschiede konnten in der Blastomerentransferrate zwischen den ersten
beiden Gruppen nachgewiesen werden (G1: 88,9 % versus G2: 93,8%). Beim Vergleich der
Fusionsrate ist die Gruppe 2 mit 8 Prozentpunkten signifikant der Gruppe 1 überlegen
(p £ 0,05). Bei der Teilungsrate sind die Unterschiede (G1: 73,9 % versus G2: 92,0 %) sogar
höchst signifikant (p £ 0,001). Auch die Entwicklungsfähigkeit der geteilten
Kerntransferembryonen ist in Gruppe 2 zum Beobachtungszeitpunkt 42 h p.c. hoch signifikant
besser als in Gruppe 1 (p £ 0,01). Bei der Anzahl benötigter Pulse bis zur Fusion konnte kein
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen nachgewiesen werden. So fusionierten 72,3 %
der OBK der Gruppe 1 vergleichbar der Gruppe 2 (68,0 %) mit dem ersten Puls. Die
Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferprodukte zum Beobachtungszeitpunkt 90 h p.c. war in
beiden Gruppen sehr schlecht und nicht signifikant verschieden (siehe Tab. 34).
Der Vergleich der Gruppe 2 mit Gruppe 3 erbrachte keinen signifikanten Unterschied der
Blastomerentransferrate (G2: 93,8 % versus G3: 96,3%), der Fusionsrate (G2: 92,6 % versus
G3: 97,7 %) und der Teilungsrate (G2: 92,0 % versus G3: 95,2 %). Allerdings fanden sich
beim Vergleich der Anzahl benötigter Pulse bis zur Fusion höchst signifikante Unterschiede
(p £ 0,001)  zwischen diesen beiden Gruppen. So fusionierten 68,0 % der OBK der Gruppe 2,
aber bereits 86,7 % der Gruppe 3 mit dem ersten Puls. Auch bei der Entwicklungsfähigkeit
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der Kerntransferembryonen fanden sich zwischen diesen beiden Gruppen zu beiden
Beobachtungszeitpunkten höchst signifikante Unterschiede (p £ 0,001). Dies findet
besonderen Ausdruck in der erreichten Morularate von 40,0 % der geteilten
Kerntransferprodukte der Gruppe 3 (90 h p.c.), da bei der Gruppe 2 keine Morulastadien
gefunden werden konnte.
Beim Vergleich der Gruppe 1 mit der Gruppe 3 ergibt sich für die Gruppe 3 eine mit
7,4 Prozentpunkten signifikant überlegene Blastomerentransferrate (p £ 0,05). Bei allen
anderen Versuchsparametern werden höchst signifikante Unterschiede nachgewiesen
(p £ 0,001). So liegt die Gruppe 3 mit einer um 13,1 Prozentpunkte besseren Fusionsrate und
mit einer um  21,3 Prozentpunkte besseren Teilungsrate  über den Ergebnissen der Gruppe 1.
4.5.5 Embryotransfers der Kerntransferembryonen
Ziel
Da von den 120 geteilten Kerntransferprodukten der Gruppe 3 sich 40,0 % (90 h p.c.)
in vitro zur Morula entwickelten (siehe Tab. 33), sollte die Entwicklungspotenz der so
erstellten Kerntransferembryonen in vivo (Embryotransfer) getestet werden.
Versuchsablauf
Im Rahmen der Untersuchungen zur Entwicklungskapazität von Kerntransferembryonen in
vivo kamen insgesamt 172 befruchtete und Laser-deaktivierte Eizellen zum Einsatz. Somit
standen bei den 8 durchgeführten Versuchen durchschnittlich 21,5 Eizellen pro Versuch zur
Verfügung. Es wurde in der unter 3.10.1 beschrieben Weise nach der methodischen
Einteilung der Kerntransfergruppe 3 vorgegangen. Die In-vitro-Kultur wurde entsprechend
3.5 durchgeführt. Zu dem Beobachtungszeitpunkt 42 h p.c. erfolgte die Erfassung der
Entwicklungsstadien und die Auswahl der gleichmäßig und am weitesten geteilten
Kerntransferprodukte für den Embryotransfer. In 8 Embryotransfers wurden insgesamt 112
Embryonen auf pseudogravide Ammen übertragen. Das heißt pro Embryotransfer wurden
einheitlich 14 Kerntransferembryonen übertragen. Der Embryotransfer erfolgte ca. 44 h p.c.
der Empfängereizellen in der unter 3.6 angegebenen Weise.
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Ergebnisse
Nachdem alle Eizellen entsprechend der methodischen Einteilung behandelt wurden, konnten
nach erfolgreichem Blastomerentransfer 166 (96,5%) Oozyten-Blastomeren-Komplexe
erstellt werden. Davon fusionierten 161 der OBK (97 % im Einzelschritt) und 153 (95,0 %
im Einzelschritt) waren 42 h p.c. geteilt. Von den 153 geteilten Embryonen (durchschnittlich
19,1 pro Versuch) wurden 112 (14 pro Versuch) der gleichmäßig und am weitesten geteilten
Kerntransferprodukte ausgewählt und transferiert. Die verbliebenen nicht übertragenen
41 geteilten Kerntransferembryonen wurden keiner weiteren Kultur zugeführt, da bereits
ausreichende Vergleichsergebnisse der In-vitro-Kultur von Kerntransferembryonen der
Gruppe 3 vorlagen.
Nach Übertragung der 112 Kerntransferembryonen in 8 Embryotransfers wurde kein Jungtier
geboren.
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5 Diskussion
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind das Resultat umfangreicher methodischer
Untersuchungen zum Einfluß der Laserstrahlen auf die Entwicklungsfähigkeit befruchteter
Eizellen. Im Anschluß sind bei Berücksichtigung der Besonderheiten der Lasertechnologie
Kerntransferexperimente durchgeführt worden.
Für den Erfolg der Kernübertragung sind neben dem Einfluß des biologischen Materials auch
die Art und Weise des Kerntransfers und die experimentellen Fähigkeiten des
Versuchsanstellers von entscheidender Bedeutung. In zuvor durchgeführten Versuchen zum
Blastomeren- und Vorkerntransfer nach herkömmlichen Methoden wurden die grundlegenden
Techniken des Kerntransfers erprobt und erlernt. Somit ist bei allen Experimenten von einem
ausreichend vorhandenen Trainingszustand des Versuchsanstellers auszugehen. Da diese
Experimente nur zur Aneignung der experimentellen Fähigkeiten des Versuchsanstellers
dienten, wurde auf eine Darstellung der Ergebnisse verzichtet.
Für die eigenen Kerntransferexperimente erschien es wichtig, Grundlagenuntersuchungen zur
Arbeits- und Wirkungsweise des Lasers direkt am Zielobjekt der Mikromanipulation, den
Kanincheneizellen, durchzuführen. Durch die Verwendung von befruchteten Eizellen bestand
die Möglichkeit, anhand der Beeinflussung der Entwicklungsfähigkeit in einer In-vitro-
Kultur, Rückschlüsse auf den manipulativen Eingriff ziehen zu können. Der Vorteil der
verwendeten präkaryogametischen Eizellen des Kaninchens besteht in der schon von
GOTTSCHEWSKI und ZIMMERMANN (1973) beschriebenen guten Sichtbarkeit der
Vorkerne (siehe Abb. A4). Da diese Eizellen auch als Empfängereizellen nach funktioneller
Entkernung in Kerntransferexperimenten verwendet wurden, besteht die Möglichkeit, die
methodischen Untersuchungen mit den Kerntransferexperimenten zu vergleichen.
Mit der Auswahl des 337 nm Nitrogenlasers für die eigenen Untersuchungen ist der
Forderung nach größtmöglicher Schonung der mitochondrialen DNS nachgekommen, da bei
dieser Wellenlänge die geringste Absorption durch genetisches Material gegeben ist
(TEVENI 1985; TADIR et al. 1993). Somit sollte die überwiegende Wirkung in der Ablation
des Zielmaterials im Laserfokus bestehen (NEEV et al. 1992). Die eingesetzte Wellenlänge
von 337 nm liegt auch in dem von WEBER und GREULICH (1992) für praktische
Anwendungen empfohlenen Wellenlängenbereich von 320 nm bis 350 nm. Somit wurde dem
geforderten Kompromiß zwischen der für einen feinen Fokus geforderten kleinen
Wellenlänge und der Tatsache, daß Wellenlängen kleiner 300 nm biologisches Material (DNS
und Proteine) zerstören, Rechnung getragen. Um die Ergebnisse der methodischen
Untersuchungen und die der Kerntransferexperimente miteinander vergleichen zu können,
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wurde bei allen Versuchen die maximale Pulsfrequenz, d.h.20 Pulse pro Sekunde, bei
maximaler Energie eingesetzt.
5.1 Gewinnung
Da bei den eigenen Untersuchungen die Gewinnung der Eizellen ausschließlich nach
natürlichem Deckakt durchgeführt wurde, ist ein Vergleich mit anderen, der Gewinnung
vorgelagerten Methoden (Superovulationsbehandlung, künstliche Besamung) nicht möglich.
Zur Einschätzung des angewendeten natürlichen Deckaktes eignet sich die Erfolgsrate. Die
eigene Erfolgsrate der Methode ist mit 95,2 % vergleichbar gut wie der von PORZIG (1998)
ermittelte Wert nach natürlicher Bedeckung von 94,05 %.
Nach den Ergebnissen von PORZIG (1998) ist die Erfolgsrate des natürlichen Deckaktes
anderen Methoden (Superovulationsbehandlung, künstliche Besamung) in der Tendenz
überlegen. Da beim natürlichen Deckakt eine Annahme des Rammlers durch die Häsin
vorliegt, ist von einem guten Gesundheitsstatus und einem entsprechenden hormonellen
Status auszugehen, als dessen Folge nach dem Deckakt eine Ovulation erfolgen müßte. Durch
die Verweigerung des Rammlers können äußerlich nicht sichtbare Störungen des
Gesundheits- bzw. Hormonstatus angezeigt werden. Beim Einsatz biotechnischer Maßnahmen
(Superovulationsbehandlung, künstliche Besamung) werden auch die Häsinnen verwendet,
die äußerlich keine Krankheitsanzeichen erkennen lassen, aber analog den Häsinnen, die den
Rammler verweigern, andere nicht sichtbare Störungen aufweisen.
Die eigene Gewinnungsrate von 97,5  % ist beim Vergleich mit den Ergebnissen von
GABLER (1970) mit 87 % bis 96 % und PAUFLER (1974) mit 98 % Gewinnungsrate als
durchaus positiv zu bewerten. Auch mit den Gewinnungsraten nach natürlichem Deckakt
(gleiche Arbeitsgruppe) von PORZIG (1998) mit 98,08 % und HARANT (2000) mit 98,6 %
ist die eigene Gewinnungsrate (97,5 %) vergleichbar gut.
Jahreszeitliche Unterschiede als Einfluß auf die Erfolgs- und Gewinnungsrate können
ausgeschlossen werden, da die Tiere vor der Gewinnung in einem vollklimatisierten Stall mit
Lichtregime aufgestallt wurden. Auch der von PORZIG (1998) nachgewiesene Einfluß der
Rasse auf das Gewinnungsergebnis kann ausgeschlossen werden, da nur Tiere der Rasse Zika
verwendet wurden.
Durch die einheitliche Anwendung des natürlichen Deckaktes sollte der Einfluß verschiedener
der Gewinnung vorgelagerter Methoden auf die Qualität der Eizellen ausgeschlossen werden.
So stellte ADY (1976) bei In-vitro-Befruchtungsversuchen beim Kaninchen fest, daß die
transplantierten Eizellen von superovulierten Tieren eine um 12 % herabgesetzte
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Entwicklungskapazität aufwiesen. Eine erhöhte Frequenz an Chromosomenabnormalitäten bei
superovulierten Kaninchenembryonen fanden FUJIMOTO et al. (1974; zit. nach ILLERA
DEL PORTAL 1982). ROTTMANN und STRANZINGER (1977) berichten von einer 20 %
niedrigeren Teilungsrate superovulierter Kanincheneizellen im Vergleich zu normal
ovulierten Eizellen.
5.2 Kultivierung der Kontrollembryonen
In diesem Abschnitt soll die Entwicklungsfähigkeit der Kontrolleizellen nach In-vitro-Kultur
diskutiert werden, um Aussagen zur Eignung der verwendeten Kulturbedingungen machen zu
können. Der Zeitpunkt der Beurteilung der Entwicklungskapazität der Eizellen in vitro bei
den methodischen Untersuchungen wurde so gewählt, daß die jeweiligen Endstadien erreicht
werden konnten (siehe Tab. 4).
Aufgrund der Erfahrungen dieser Arbeitsgruppe sowie der einfachen Handhabung wurde dem
EBSS mit Zusatz von 20 % FKS als Kulturmedium der Vorzug gegeben.
Durch die In-vitro-Kultur von Säugetierembryonen ist in jedem Fall mit einer
Beeinträchtigung der Entwicklungsfähigkeit zu rechnen. Die Entwicklungsdepression ist um
so stärker, je früher die Embryonen in die In-vitro-Kultur kommen (FISCHER 1988). Alle
bisher bekannten Kulturmedien und Kulturmethoden stellen eine mehr oder weniger gute
Annäherung an die natürlichen Verhältnisse im Reproduktionstrakt des Muttertieres dar.
Allerdings ist das für den Embryo optimale Milieu im Eileiter oder Uterus des trächtigen
Muttertieres nie voll zu ersetzen. Nach FISCHER (1988) liegt eine eintägige Kultur im
Toleranzbereich der Embryonen, in dem eine Regulation oder Kompensation der erlittenen
Schäden möglich ist.
Um die Ergebnisse der manipulierten Embryonen nicht zu verfälschen, wurden die 4
Versuche der methodischen Untersuchungen, bei denen beide Kontrollembryonen nicht das
Morulastadium erreichten, von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.
Bei der durchgeführten In-vitro-Kultur (methodische Untersuchungen) konnten erst 140 h p.c.
Blastozystenstadien gefunden werden. Diese starke Entwicklungsverzögerung (siehe Abb. 1)
ist Ausdruck der nicht entsprechend der Normogenese ablaufenden Entwicklung der
Embryonen in vitro und wird durch ein unausgeglichenes Nährstoffangebot im Medium und
durch suboptimale Langzeit-Kulturbedingungen hervorgerufen. Auch die Tatsache, daß sich
12,7 % der K1 nur bis zum 32-Zeller und 3,2 % der K2 bis maximal zum 16-Zeller und
22,2 % bis zum 32-Zeller entwickelten, ist Ausdruck der stark verminderten
Entwicklungsfähigkeit der Embryonen in der verwendeten Langzeit-Kultur bei den
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methodischen Untersuchungen. Von den 63 Embryonen der K1 erreichten 30,2 % und von
den 63 Embryonen der K2 11,1 % das Blastozystenstadium. Somit konnte beim direkten
Vergleich (Kultur von 1-Zellstadien in EBSS + 10 % FKS) die von COLLAS et al. (1991)
ermittelte Blastozystenrate von 73 % nicht erreicht werden. Auch beim Vergleich mit den in
der Literatur angegebenen Blastozystenraten bei Einsatz anderer Medien und
Ausgangszellstadien (siehe Tab. 2) sind die eigenen Blastozystenraten deutlich niedriger und
als schlecht zu bewerten. Allerdings konnte mit der verwendeten Kultur eine signifikant
bessere Entwicklungsfähigkeit der Kontrollembryonen erreicht werden, nachdem die
Embryonen im 8-Zellstadium gewonnen und anschließend kultiviert wurden (siehe Tab. 13).
Die hierbei erreichte Blastozystenrate von 71,4 % ist mit den in der Literatur angegebenen
Werten (siehe Tab. 2) vergleichbar und als sehr gut zu bewerten.
Da die Embryonen mit zunehmender Entwicklung widerstandsfähiger gegen Behandlungen
und negative Einflüsse werden, lassen sich diese signifikanten Unterschiede der
Entwicklungsfähigkeit von Kaninchenembryonen im gleichen Kultursystem mit dem
Unterschied des Ausgangsstadiums (1- bzw. 2-Zeller versus 8-Zeller) erklären. Die im
2-Zellstadium manipulierten Eizellen wurden bereits im 1-Zellstadium gewonnen (siehe 3.4).
Dadurch kann von einer zeitlich gleichen Beeinflussung der Entwicklungsfähigkeit (mit dem
Zygotenstadium beginnend) ausgegangen werden.
FISCHER (1981) beschreibt die Zygote als besonders empfindliches Embryonalstadium beim
Kaninchen. Diese Wertung wird durch die Angaben von GOTTSCHEWSKI und
ZIMMERMANN (1973) bestätigt, da sie das Zygotenstadium als besonders kritisch für die
Entstehung von Entwicklungsanomalien und das Absterben des Keimes bezeichnen. Damit
wird der nach eigenen Untersuchungen ermittelte signifikante Unterschied der
Entwicklungsfähigkeit in Abhängigkeit vom Ausgangsstadium zur Kultur erklärbar.
Bei der Beurteilung der Eizellen zu den früheren Beobachtungszeitpunkten (30 h p.c.,
40 h p.c., 48 h p.c., 72 h p.c.) konnten die 4-, 8-, 16- und 32-Zeller bestimmt und gut
unterschieden werden. Dadurch bietet sich die Beurteilung auch zu früheren
Beobachtungszeitpunkten an, da die Eizellen nach zusätzlichen manipulativen Eingriffen
(z.B. Laser-Mikromanipulation) eine verstärkte Entwicklungsverzögerung bzw. den
Entwicklungsstillstand erwarten lassen, so daß es wichtig wird, diese Veränderungen zeitlich
zu bestimmen, bevor dies aufgrund von Degenerationserscheinungen nicht mehr möglich ist.
Durch den Vergleich mit den nicht manipulierten Kontrollembryonen sollte der Einfluß der
manipulativen Eingriffe bestimmt werden. Aus diesen Ergebnissen sind die Parameter für die
durchgeführten Kerntransferexperimente aufgestellt worden. Hierfür stellte das verwendete
Kultursystem eine ausreichende Grundlage dar.
Diskussion                                                                                                                                                           78
Da das Kulturmedium auch zum letzten Beobachtungszeitpunkt (140 h p.c.) als sauber und
pilzfrei beurteilt werden konnte, wird die bereits von GABLER (1970) und OGAWA et al.
(1971) empfohlene Kultur von Kaninchenembryonen unter Ölabdeckung und die
durchgeführte Sterilfiltration des Kulturmediums als empfehlenswert befunden.
Auf eine Zwischenkultivierung in vivo wurde wegen des hohen Arbeitsaufwandes, der großen
Anzahl an Tierversuchen sowie der geringen Wiederauffindungsrate der Embryonen
(SIRARD u. LAMBERT 1986) verzichtet.
5.3 Untersuchungen zum Laser- Zona-Drilling
Die berührungsfreie Öffnung der Zona pellucida stellt eine geplante neue Methode im
Methodenkomplex des Kerntransfers dar. Deshalb war das Ziel der durchgeführten Arbeiten,
anhand des Einflusses der steigenden Einwirkzeiten der UV-Laserstrahlen auf die
Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen Aussagen zum Einfluß der damit steigenden
Energiedosis bei Verwendung der verschiedenen Objektive machen zu können.
Die Öffnung der Zona pellucida mittels Laser wurde bei der Maus (EL-DANASOURI
et al.1993; ENGINSU et al. 1995; GERMONT et al. 1995; LIOW et al. 1996), beim Rind
(SCHÜTZE et al. 1994, 1995a; CLEMENT-SENGEWALD et al. 1996) und beim Menschen
(GERMONT et al. 1995; ANTINORI et al. 1996) erfolgreich angewendet. Hierbei wurde der
Laser-Mikrostrahl vorwiegend eingesetzt, um die Befruchtungsraten bei der künstlichen
Befruchtung zu erhöhen.
Oft ist die Säugetiereizelle von einer Zona pellucida umgeben, welche durch die Spermien
nicht durchdrungen werden kann. Einige Experimente mit Lasereinsatz geben Aufschluß über
den Prozeß der In-vitro-Befruchtung (IVF) und bieten die Aussicht, daß die Lasertechnik ein
hilfreiches Werkzeug bei der In-vitro-Berfuchtung werden kann. So ermittelten ENGINSU
et al. (1995), daß die Befruchtungs- und Blastozystenformationsrate unter niedrigen
Inseminationsbedingungen nach Laser-Zona-Drilling signifikant besser ist als mit normaler
In-vitro-Fertilisationstechnik. GERMOND et al. (1995) bewiesen die sichere und schonende
Anwendung des LZD an Eizellen und Zygoten der Maus und des Menschen. Nach
Untersuchungen von ANTINORI et al. (1996) erhöht LZD von menschlichen Embryonen die
Schwangerschafts- und Implantationsrate bei allen behandelten Patienten. CLEMENT-
SENGEWALD et al. (1996) zeigten, daß die Befruchtung von Rindereizellen durch
unbewegliche Spermien allein mit einem Laser-Mikrostrahl in Kombination mit einer
optischen Laserfalle möglich ist.
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Vergleichende Untersuchungen zum Einsatz verschiedener Objektive und zum Einfluß
steigender Einwirkzeiten (steigende Energiedosis) wurden in der Literatur nicht gefunden.
Von ganz entscheidender Bedeutung für die Qualität des Laser-Mikrostrahls (siehe 2.4) ist die
numerische Apertur (NA) des verwendeten Objektivs (KASUJA u. TSUKAKOSHI 1989;
MONAJEMBASHI 1991; WEBER u. GREULICH 1992; VEIGEL et al. 1994). Aus diesem
Grund kamen die drei verschiedenen Objektive zum Einsatz. Hierbei besitzt das Neofluar mit
1,3 die höchste NA. Durch den Einsatz ohne Immersionsöl verringerte sich die numerische
Apertur des Ultrafluar-Objektivs von 1,2 mit Öl auf unter 1,0 ohne Öl. Bei der Arbeit ohne Öl
ist auch von einer Erhöhung der Streustrahlung auszugehen. Das Achroplan arbeitet mit einer
numerischen Apertur von 0,6. Mit den Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, daß
zwischen der Methode 1 (Neofluar) und der Methode 2 (Ultrafluar), außer nach 360 Sekunden
bzw. 420 Sekunden Lasereinwirkzeit,  kein signifikanter Unterschied bei der prozentualen
Verteilung der Zellteilungsstadien besteht. Hiermit wird deutlich, daß der Verzicht auf
Immersionsöl und die damit verbundene Verringerung der NA keinen großen Einfluß auf die
Fokusierungseigenschaften des Lasers ausüben. Demgegenüber wird sowohl beim Vergleich
der Methode 1 mit Methode 3 als auch beim Vergleich der Methode 2 mit Methode 3 ein
signifikanter Einfluß der Objektive auf die Teilungsfähigkeit deutlich, wobei zwischen der
Methode 1 und der Methode 3 die Unterschiede am größten sind. Zwischen der Methode 2
und der Methode 3 sind die Unterschiede nicht so deutlich ausgeprägt. Damit hat das
Achroplan den größten negativen Einfluß auf die Teilungsfähigkeit befruchteter Eizellen.
Mit steigenden Einwirkzeiten des Lasers auf die Zona pellucida nahm die Größe des Loches
nahezu proportional zu. Da der Durchmesser des Loches nicht gemessen werden konnte,
erfolgte keine gesonderte Erfassung dieser Daten. Nach subjektiver Einschätzung betrug der
Durchmesser nach maximaler Einwirkzeit 20 bis 30 µm bei allen verwendeten Objektiven.
Allerdings wurde dieser Durchmesser mit dem Achroplan schon mit deutlich geringeren
Einwirkzeiten im Vergleich zu anderen Objektiven erreicht.
Mit diesen Ergebnissen macht sich eine Diskussion der Bedeutung der Zona pellucida
erforderlich. Nach EDWARDS (1964) benötigen Kaninchenembryonen die Zona pellucida
bis zum 64-Zellstadium (Morula) für den mechanischen Zusammenhalt der Blastomeren.
Auch für die Implantation des Kaninchenembryos im Uterus scheint die Zona pellucida
unbedingt notwendig zu sein (MOORE et al. 1968; ROTTMANN 1981). Das Entfernen der
Zona pellucida reduziert die Entwicklungsfähigkeit der Embryonen sowohl in vivo als auch in
vitro (McLAREN 1969; BRONSON u. McLAREN 1970; MULLEN u. CARTER 1973, zit.
nach HORNSTEIN 1987). Demzufolge ist mit zunehmendem Lochdurchmesser von einem
zusätzlichen negativen Einfluß auf die Entwicklungsfähigkeit der Embryonen auszugehen.
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Allerdings wird die Entwicklungsdepression entscheidend durch die Wirkung der
UV-Laserstahlen hervorgerufen. Damit wird mit diesen Ergebnissen nachgewiesenen, daß es
mit steigender Einwirkzeit (Strahlendosis) zu einer beträchtlichen Schädigung der Zelle bzw.
ihrer Entwicklungsfähigkeit durch Absorption der UV-Laserstrahlen kommt. Somit macht
sich eine Diskussion der Wechselwirkung der UV-Strahlen mit dem Zellkern und im
Vergleich dazu mit dem Zytoplasma notwendig.
Mit seinen Untersuchungen wies ULRICH (1958) in Experimenten mit Amöben durch
Transplantation bestrahlter (Röntgenstrahlung) Amöbenkerne in unbestrahlte, kernlose
Amöben und durch Implantation von unbestrahlten Kernen in sehr hoch bestrahlte Amöben
die besondere Bedeutung des Zellkerns für Strahlenschädigungen nach. Durch
Untersuchungen mit getrennter Bestrahlung von Zytoplasma und Zellkern von
Schlupfwespeneiern mit a-Teilchen wurde die hohe Strahlenresistenz des Zytoplasmas
bestätigt (ROGERS et al. 1957; VON BORSTEL 1958). Auch die Verwendung von mittels
UV-Strahlung funktionell entkernter Eizellen als Empfängereizellen in
Kerntransferexperimenten bei Amphibien (Xenopus laevis) läßt aufgrund der
Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferprodukte zu lebenden Fröschen auf eine höhere
Empfindlichkeit der Zellkerne im Vergleich zum Zytoplasma schließen (siehe 2.3.3.2.1).
Mit diesen Erkenntnissen wird deutlich, daß die DNS als „primär kritisches Target“ für UV-
Strahlung angesehen werden kann. Im Verlauf der Evolution haben die Organismen die
Fähigkeit erworben, die aus den Strahleneinwirkungen resultierenden Schäden zu
kompensieren oder zu beseitigen. Soweit es sich um Prozesse der Aufrechterhaltung der
unbegrenzten Entwicklungsfähigkeit und der genetischen Stabilität handelt, wird dieses
Erhaltungsprinzip mit dem Begriff  „intrazelluläre Reparatur“ beschrieben (MALZ 1981).
Bei den Kenntnissen über die an der DNS der Säugertiereizelle ablaufenden
Reparaturprozesse handelt sich in erster Linie um die qualitative Beschreibung einzelner
Reparaturschritte. SMITH (1977) und MALZ (1981) unterschieden bei Eukaryontenzellen
folgende DNS-Reparatursysteme: die Post-Replikationsreparatur, die Excisons-Reparatur und
das Wiederverknüpfen (Rejoining) von DNS-Strangbrüchen. Unter diesen Begriffen werden
enzymatische Vorgänge zusammengefaßt, mit deren Hilfe geschädigte Basen, Basenverluste,
DNS-cross-links oder auch DNS-Einstrangbrüche, die vor der Verknüpfung einer
Aufarbeitung bedürfen, ersetzt werden. Hierbei wird die Excisionsreparatur als wichtigstes
Reparatursystem für DNS-Schäden der Säugetierzelle angesehen (SMITH 1977; MALZ
1981).
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Mit der Diskussion der Strahlenwirkung ergibt sich für die eigenen Ergebnisse der
methodischen Untersuchungen zum LZD (M1, 2 u. 3), daß die UV-Laserstrahlen vorwiegend
auf die Kerne einwirken.
Da nach GREULICH (1999) mit einer zunehmenden Hitzeentwicklung von Puls zu Puls zu
rechnen ist, kann von einer zunehmenden thermischen Zerstörung, insbesondere bei den
großen Einwirkzeiten, ausgegangen werden.
Inwieweit die einzelnen Einflußfaktoren (Loch in der Zona pellucida, UV-Strahlen und
termische Zerstörung) von Bedeutung für die festgestellte Entwicklungsdepression sind, kann
mit den durchgeführten Untersuchungen nicht genau unterschieden und quantifiziert
werden.
Ziel der In-vivo-Untersuchungen (ET) war der Test der prinzipiellen Entwicklungspotenz der
Eizellen nach berührungsfreier Öffnung der Zona pellucida beim Kaninchen. Da bei den
eigenen Untersuchungen sowohl die Transfermethode und das Labor als auch der Operateur
nicht verändert wurden, bietet sich der Vergleich mit den nicht manipulierten Embryonen aus
der Arbeit von PORZIG (1998) bei etwa gleicher Anzahl Embryonen pro Versuchsgruppe an
(siehe Tab. 35).
Tab. 35: Gegenüberstellung der eigenen Ergebnisse mit den Ergebnissen
                von PORZIG (1998)
nicht manipuliert (PORZIG 1998) eigene Untersuchung (LZD)
gesamt gesamt
transferiert 185 202
Nachkommen 64 45
Geburtsrate % 34,59 22,28
1-Zeller 2-Zeller 1-Zeller 2-Zeller
transferiert 73 112 104 98
Nachkommen 9 55 18 27
Geburtsrate % 12,33 49,11 17,31 27,55
Nach Gegenüberstellung der Ergebnisse der Embryotransfers ist erkennbar, daß die eigene
Geburtsrate (gesamt) mit 22,28 % um 12,31 Prozentpunkte unter dem von PORZIG (1998)
ermittelten Wert liegt. Allerdings wurden um 4,98 Prozentpunkte mehr Eizellen der im
1-Zellstadium manipulierten und transferierten Embryonen ausgetragen. Deutlich weniger
Eizellen wurden nach LZD im 2-Zellstadium im Vergleich mit nicht manipulierten Eizellen
ausgetragen (27,55 % versus 49,11 %). Der von PORZIG (1998)  ermittelte signifikante
Einfluß des Zellstadiums konnte bestätigt werden, da die im 2-Zellstadium übertragenen
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Embryonen mit einer um 10,24 Prozentpunkte besseren Geburtsrate den im 1-Zellstadium
übertragenen signifikant überlegen waren (p £ 0,05). Dieses Ergebnis läßt auf eine besondere
Empfindlichkeit des Zygotenstadiums schließen. Diese besondere Empfindlichkeit der
Zygoten wurde bereits mit der Diskussion der Ergebnisse der In-vitro-Kultur der
Kontrollembryonen besprochen (siehe 5.2). Die eigene um 10,24 Prozentpunkte schlechtere
Geburtsrate nach Transfer von 2-Zellstadien im Vergleich mit den vom PORZIG (1998)
ermittelten Ergebnis wird dadurch bedingt sein, daß die im 2-Zellstadium manipulierten
Embryonen zum Teil (ca. 50 %) bereits im 1-Zellstadium als Zygoten gewonnen wurden.
Dies war erforderlich, um alle Embryonen einheitlich im 2-Zellstadium entsprechend der
Versuchsdurchführung (siehe 3.9.3) zu manipulieren. Von Einfluß ist auch, daß die
Vergleichsdaten  der nicht manipulierten Embryotransfers (PORZIG 1998) nicht selbst
ermittelt wurden. Darauf wurde verzichtet, um die Anzahl der Tierversuche nicht unnötig zu
erhöhen.
Allerdings konnte die sichere und schonende Arbeit des Lasers zur berührungslosen Öffnung
der Zona pellucida, wie in der Literatur angegeben (siehe oben), bestätigt werden. Hierbei ist
von Bedeutung, daß das Neofluar-Objektiv und ca. 10 Sekunden Einwirkzeit Verwendung
fanden. Somit kam das nach den In-vitro-Versuchen (siehe oben) für die Eizelle schonendste
Objektiv zum Einsatz. Bei dieser Einwirkzeit konnte auch bei den
in vitro beurteilten Eizellen kein negativer Einfluß nachgewiesen werden. So entwickelten
sich 13,3 % mit 10 Sekunden und 20,0 % mit 20 Sekunden Lasereinwirkzeit zur Blastozyste
im Vergleich zu 18,8 % Blastozysten bei den Kontrolleizellen. Mit welcher Lasereinwirkzeit
die Schäden für die Embryonen letal enden, konnte mit den durchgeführten Untersuchungen
nicht genau bestimmt werden. Es kann aber davon ausgegangen werden, daß mit
ausbleibender Blastozystenbildung in vitro bei gleicher Einwirkzeit in vivo keine
Nachkommen zu erwarten sind.
5.4 Untersuchungen zur Vorkerndeaktivierung
Um die Sichtbarkeit der Vorkerne zu gewährleisten, erfolgten die Untersuchungen an
präkaryogametischen Oozyten, die im Alter von ca. 20 h p.c. verwendet wurden. Dadurch war
die schon von GOTTSCHEWSKI und ZIMMERMANN (1973) beschriebene gute
Sichtbarkeit der Vorkerne im Lichtmikroskop gewährleistet (siehe Abb. A4).
Angeregt wurden die eigenen Untersuchungen durch die von TADIR et al. (1991)
beschriebene Methode, mittels Laser-Mikrostrahl einen zusätzlich vorhandenen dritten
Vorkern zu zerstören. Eine normal befruchtete Eizelle sollte zwei Vorkerne enthalten, einen
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vom Vater und einen von der Mutter. Da es bei der In-vitro-Befruchtung (IVF) beim
Menschen oft zum Hormoneinsatz kommt, tritt in etwa 5 % der Fälle ein zusätzlicher
männlicher Vorkern auf (KOALA et al. 1987; WENTZ et al. 1993). Für die
Weiterentwicklung eines für die Säugetiere erforderlichen diploiden Genoms ist es
notwendig, einen der männlichen Vorkerne zu entfernen. Bei der von TADIR et al. (1991)
entwickelten Methode, den überzähligen Vorkern mittels Laser-Mikrostrahl zu entfernen,
wurde zum einen ein Laser mit 532 nm Wellenlänge und zum anderen mit 355 nm
Wellenlänge eingesetzt. Diese wurden durch ein 100er Objektiv fokussiert. Allerdings
konnten die männlichen und der weibliche Vorkern nicht sehr gut unterschieden werden.
Mit diesen Experimenten wurde die gezielte, berührungslose Laser-Mikromanipulation zur
Bearbeitung von Vorkernen das erste Mal als technisch durchführbar beschrieben. Allerdings
fehlen Angaben zur Einwirkzeit (Energiedosis), zur Bauart der eingesetzten Laser und genaue
Angaben zum verwendeten Objektiv. Diese sind nach den unter 2.4  aufgeführten
theoretischen Grundlagen aber zur Beurteilung dieser Versuche erforderlich.
Ausgehend von den Untersuchungen von TADIR et al. (1991) wurde in den eigenen
Untersuchungen bei den Methoden 6, 7 und 8 der Laserfokus mit Hilfe der drei Objektive
direkt auf die Vorkerne gerichtet. Nach den Aussagen von NEEV et al. (1992) muß im Fokus
die Energiedichte oberhalb der Ablationsschwelle liegen, womit die zerstörerische Wirkung
des Lasers am größten ist. Dabei sollten mögliche Unterschiede zwischen den verwendeten
Objektiven ermittelt werden, da diese verschiedene numerische Aperturen besitzen und von
unterschiedlicher Bauart sind.
Mit den verschiedenen Einwirkzeiten (siehe Tab. 3) wurde versucht der von LEITZ (1995)
geforderten kontinuierlichen Abschwächung der Laserleistung zu entsprechen. Diese ist für
biologische Versuche erforderlich, um die Laserleistung den jeweiligen Materialeigenschaften
und dem physiologischen Zustand der Zellen anzupassen.
Mit den Ergebnissen (siehe 4.4.1) konnte nachgewiesen werden, daß ein signifikanter Einfluß
verschiedener Objektive auf die Entwicklungsfähigkeit befruchteter Eizellen in vitro besteht,
nachdem diese mit steigenden Einwirkzeiten manipuliert wurden. Das Neofluar-Objektiv
(M6) hat den geringsten und das Achroplan-Objektiv (M8) hat den größten negativen Einfluß
auf die Entwicklungsfähigkeit der befruchteten Eizellen. Somit konnte der nach den
Ergebnissen der Versuche zum LZD deutlich werdende Trend des signifikanten Einflusses
des Objektivs auf die Arbeitsweise des Lasers auch mit dieser Untersuchungsserie bestätigt
werden.
Eine Einwirkzeit von 2 Sekunden ist bereits dazu geeignet, die Vorkerne (DNS) von
Kaninchenembryonen so zu schädigen, daß alle bestrahlten Embryonen teilungsgehemmt und
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zum Teil teilungsinaktiv sind, ohne dabei lichtmikroskopisch erkennbare zytoplasmatische
Schädigungen hervorzurufen. Mit den 2 Sekunden Einwirkzeit wurden ca. 40 Pulse (20 Pulse
pro Sekunde) in die Zelle auf die Vorkerne eingebracht. Aufgrund der sehr kurzen
Einwirkzeit konnte der Fokus nicht auf den ganzen Raum der Vorkerne gerichtet werden,
sondern nur in die Mitte der sich in zentraler Lage berührenden Vorkerne. Hierdurch ist es
möglich, daß die beiden Vorkerne nicht direkt getroffen wurden. Damit wäre die weitere
Teilung bis zum 2- oder 4-Zellstadium erklärbar. Allerdings ist die Entwicklungsfähigkeit in
allen Fällen so weit behindert, daß eine Weiterentwicklung nicht über das 4-Zellstadium
(mit Ausnahme eines 8-Zellers) hinaus erfolgen kann.
Mit der Pulsregelung ist es möglich, die Pulsfrequenz bis auf einen Puls pro Sekunde zu
verringern. Dadurch könnten die ca. 40, in 2 Sekunden eingesetzten Pulse auf 40 Sekunden
(ein Puls pro Sekunde) aufgeteilt werden, wobei die gleiche Energie eingebracht würde.
Damit wäre es möglich, den gesamten Bereich der Vorkerne mit den einzeln einsetzbaren
Pulsen und somit die vorhandenen Vorkerne mit Sicherheit zu treffen und zu deaktivieren.
Nach Angaben von GREULICH (1999) ist durch zunehmende Hitzeentwicklung von Puls zu
Puls mit einer zunehmenden thermischen Zerstörung zu rechnen. Da bei den eigenen
Versuchen die maximal mögliche Pulsfrequenz von 20 Pulsen pro Sekunde verwendet wurde,
ist mit einer zunehmenden Hitzeentwicklung von Puls zu Puls zu rechnen. Diese zunehmende
Hitzeentwicklung sollte durch die Verringerung der Pulsfrequenz auf einen Puls pro Sekunde
minimiert werden können. Zusätzlich bestünde dann noch die Möglichkeit, zwischen den
einzelnen Pulsen eine Pause einzulegen.
Die zentrale Lage der sichtbaren Vorkerne präkaryogametischer Kanincheneizellen
(siehe Abb A4) bietet die Möglichkeit den Laserfokus an verschiedene Stellen in der Zelle zu
positionieren (M9, M10 und M11). Nach Angaben von GREULICH et al. (1989) wird bei
transparenten biologischen Materialien nur zwischen 0,1 und 1 % des eingestrahlten
ultravioletten Lichtes absorbiert. Dies geschieht zum größten Teil im Fokus, da hier die
Energiedichte am höchsten ist (oberhalb der Ablationsschwelle). Allerdings muß auch von
einer Absorption im Strahlkegel des Lasers ausgegangen werden. Um Aussagen zur
Wirkungsweise des Lasers in der Zelle und zur Absorptionscharakteristik machen zu können,
wurden die Versuche mit veränderter Fokusposition durchgeführt. Dadurch sollten auch
Rückschlüsse zur negativen Beeinflussung des Zytoplasmas bei direkter Vorkernbearbeitung
(M6) möglich sein. Bei diesen Untersuchungen wurde ausschließlich mit dem Neofluar-
Objektiv gearbeitet, um den nachgewiesenen Einfluß des Objektivs (siehe oben) ausschließen
zu können und einen Vergleich mit der direkten Vorkernmanipulation (M6) zu ermöglichen.
Mit der Auswahl des Neofluar wurde das Objektiv mit der größten numerischen Apertur
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verwendet. Nach Angaben von KASUYA u. TSUKAKOSHI (1989), MONAJEMBASHI
(1991), WEBER u. GREULICH (1992) und GREULICH (1999) ist dadurch die größte
Energiedichte im Fokus zu erwarten. Aufgrund des großen Öffnungswinkels ist diese hohe
Leistungsdichte nur wenige µm vom Fokus entfernt etwa eine Größenordnung geringer als im
Fokus. Damit wird mit dem Neofluar-Objektiv die höchste Ortsauflösung des Laser-
Mikrostrahls bei Vergleich der drei Objektive erreicht. Diese Aussage  wurde auch durch den
geringsten negativen Einfluß beim Laser-Zona-Drilling und bei der Vorkerndeaktivierung mit
dem Neofluar-Objektiv durch die  eigenen Untersuchungen bestätigt (siehe oben).
Mit der Abbildung 19 sind die Ergebnisse zwischen der direkten Vorkernmanipulation (M6)
und der defokusierten Variante in der Zelle (M9) graphisch dargestellt. Hiermit wird deutlich,
daß im Strahlkegel, in unmittelbarer Nähe zum Laserfokus, die negative Beeinflussung der
Vorkerne vergleichbar zur direkten Vorkernmanipulation ist. Nach 3.9.4 befindet sich der
Laserfokus ca. 30 µm unter der Ebene der Vorkerne in der Zelle (M9). Nach diesem Ergebnis
muß die von NEEV et al. (1992) beschriebene Ablationsschwelle des Lasers in der
Strahltaillie und im sich direkt anschließenden Strahlkegel ausreichend hoch sein, um die
Vorkerne vergleichbar zu zerstören bzw. zu deaktivieren. Es ist auch möglich, daß die
Energie im fokusnahen Strahlkegel zur Deaktivierung der Vorkerne ausreichend hoch ist,
ohne daß die Ablationsschwelle überschritten wird. Auf jeden Fall ist mit diesem Ergebnis
von einer starken Schädigung des Zytoplasmas (v.a. mitochondriale DNS) in unmittelbarer
Nähe des Laserfokus im Strahlkegel bei direkter Vorkernmanipulation (M6) auszugehen.
Somit ergibt sich die Forderung Versuche anzuregen, bei denen die Energie verringert wird.
Dies ist durch die Energieregelung der Laserapparatur möglich. Durch die Verringerung der
Energie wird auch der Fokusdurchmesser kleiner (KASUJA u. TSUKAKOSHI 1989;
MONAJEMBASHI 1991; GREULICH 1999). Damit ist eine Veränderung der
Ablationsschwelle innerhalb der Laserstrahltaillie des Strahlkegels verbunden. Somit wird es
durch kontinuierliche Verringerung der Laserenergie möglich, die Ablationsschwelle so weit
abzusenken, daß diese nur im Bereich der Vorkerne wirksam wird. Dadurch sollte es möglich
sein, bei direkter Vorkernmanipulation (M6) das im Strahlkegel befindliche Zytoplasma nicht
der Ablationsschwelle auszusetzen und somit zu schonen.
Da beim Vergleich der Methode 6 mit Methode 10 zu allen Einwirkzeiten signifikante
Unterschiede in der Entwicklungsfähigkeit der Embryonen vorhanden sind, kann auf eine
weitaus geringere Beeinflussung der Vorkerne geschlossen werden, wenn sich der Laserfokus
unter der Eizelle in einer optischen Achse mit den Vorkernen (M 10) befindet. Dadurch liegen
die Vorkerne ca. 70 µm über der Fokusebene und mit ziemlicher Sicherheit außerhalb des
Bereichs der Ablationsschwelle der Laserstrahltaillie. Somit wird die Entwicklungsdepression
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durch die Absorption der UV-Laserstrahlen (DNS der Vorkerne) des Strahlkegels
hervorgerufen. Da mit 4 Sekunden Einwirkzeit keine Blastozysten und bereits mit 6 Sekunden
keine Morula mehr gefunden wurde, kann auf eine doch ganz erhebliche Absorption und
somit Schädigung der Vorkerne geschlossen werden. In Übereinstimmung mit der Diskussion
der Ergebnisse zum LZD (siehe 5.3) wird die DNS als „primär kritisches Target“ bei der
Absorption der UV-Strahlen angesehen, wobei die strahlenbedingte Beeinträchtigung der
genomischen DNS (Vorkerne) überwiegen soll. Allerdings muß auch bei dieser
Versuchsdurchführung (M10) von einer starken Beeinträchtigung der mitochondrialen DNS
ausgegangen werden.
Beim Vergleich der Methode 6 mit Methode 11 ist auch ein signifikanter Einfluß auf die
Entwicklungsfähigkeit vorhanden. Allerdings wird dieser erst mit steigender Kulturdauer
deutlich, da 25 h p.c. und 30 h p.c. meist noch kein signifikanter Unterschied im
Teilungsgeschehen besteht (bis auf wenige Ausnahmen). So sind zum Beispiel nach 2 und
nach 4 Sekunden Einwirkzeit bei den selben Eizellen 25 h p.c. und 30 h p.c. keine
signifikanten Unterschiede erkennbar, allerdings 40 h p.c. und 48 h p.c. ist das der Fall. Das
heißt, daß sich die Eizellen direkt nach Manipulation mit Methode 11, vergleichbar mit
Methode 6, schlecht teilen, aber diese starke Entwicklungsdepression mit steigender
Kulturdauer kompensieren können. So sind die Eizellen mit 2 und 4 Sekunden Einwirkzeit
(M11) noch in der Lage, sich in vitro zur Blastozyste zu entwickeln. Hierbei ist von einem
Greifen der oben beschriebenen zellulären Reparaturmechanismen auszugehen. Damit kann
bei diesen Einwirkzeiten von einer geringen Wirkung auf die Vorkerne ausgegangen werden,
wenn der Laserfokus neben den Vorkernen positioniert wurde (M11). Hiermit wird eine lokal
begrenzte Laser-Mikromanipulation in der Zelle als möglich nachgewiesen. Interessant wäre
der Test der Entwicklungspotenz der mit 2 Sekunden nach Methode 11 manipulierten Eizellen
in vivo, da sich die so manipulierten Eizellen in vitro zur Blastozyste entwickeln konnten.
Impliziert man nun dieses Ergebnis auf die direkte Vorkernmanipulation (M6), so wird mit
einer Einwirkzeit von 2 Sekunden das Zytoplasma neben den Vorkernen nur sehr wenig
beeinflußt. Oberhalb und unterhalb der Vorkerne, also im Strahlkegel des Lasers (Vergleich
M6 mit M9), muß die Schädigung des Zytoplasmas sehr viel größer sein.
Auffallend ist, daß mit 20 Sekunden Einwirkzeit (M11) bereits 1-Zellstadien und mit 120
Sekunden nur noch 1-Zeller vorhanden sind (siehe Abb. 18). Somit kann geschlußfolgert
werden, daß mit den kurzen Lasereinwirkzeiten der Schaden auf das Zielgebiet im
Zytoplasma begrenzt bleibt, wodurch die Vorkerne nur sehr wenig beeinflußt werden. Mit
steigenden Einwirkzeiten ist von einer zunehmenden Hitzeproduktion von Puls zu Puls, wie
von GREULICH (1999) beschrieben, auszugehen. Die mit den steigenden Einwirkzeiten
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verbundene stärkere Beeinflussung der Vorkerne kann durch die Hitze als auch die vermehrt
gebildeten und sich an die Umgebung verteilenden Ablationsprodukte erfolgen.
Der kontinuierlich mit steigender Einwirkzeit sinkenden Entwicklungsfähigkeit bei Methode
10 steht eine mit kurzen Einwirkzeiten bessere, jedoch mit steigender Einwirkzeit sprunghaft
schlechter werdende Entwicklungsfähigkeit bei Methode 11 entgegen. Somit konnte
nachgewiesen werden, daß durch Veränderung der Laserfokusposition (gleiches Objektiv) mit
steigenden Einwirkzeiten, anhand des Einflusses der Entwicklungsfähigkeit befruchteter
Eizellen in vitro, Aussagen zur Arbeitssweise des Lasers möglich sind.
Durch Versuche mit kontinuierlicher Abschwächung der Energie bei Verringerung der
Pulsfrequenz ließen sich die erforderlichen Parameter zur vollständigen Deaktivierung der
Vorkerne bei größtmöglicher Schonung des  Zytoplasmas finden.
Mit den hiermit empfohlenen Veränderungen der Versuchsparameter Laserenergie und
Pulsfrequenz wird der von LEITZ (1995) geforderten Anpassung der Laserleistung an die
Materialeigenschaften und dem physiologischen Zustand der Zelle weiter entsprochen.
5.5 Kerntransferexperimente
Die Bearbeitung des biologischen Phänomens Kerntransfer war immer gekoppelt mit den
Bemühungen, eine effektive, reproduzierbare Methode zu entwickeln (GREISING 1995).
Diese Aussage gibt die Zielstellung der eigenen Arbeit wieder.
Mit der Entwicklung optischer Mikromanipulationssysteme wurde die technische
Voraussetzung zur berührungslosen Mikromanipulation auch in der Zelle geschaffen
(siehe 2.4). Durch die Anwendung eines UV-Lasers sollte als Aufgabenstellung der Arbeit
eine neue, einfachere und eventuell schonendere, die Entwicklungsfähigkeit behandelter
Zellen wenig beeinträchtigende Methode des Kerntransfers experimentell bearbeitet werden.
Da auf die mechanische Entfernung der Vorkerne und die damit verbundenen chemischen
Behandlungen verzichtet werden kann, ist mit einer Effizienzsteigerung und Vereinfachung
des Entkernungsvorganges zu rechnen.
5.5.1 Vergleich der 3 Kerntransfergruppen untereinander
Die Einteilung der Kerntransfergruppen erfolgte, nachdem die methodischen Untersuchungen
begonnen, aber noch nicht ganz abgeschlossen waren. In den Gruppen wurde jeweils eine
Methode des Methodenkomplexes Kerntransfer variiert und die anderen beibehalten
Diskussion                                                                                                                                                           88
(siehe 3.10.1). Im vorliegenden Abschnitt werden die eigenen Ergebnisse der
Kerntransferexperimente gewertet und interpretiert.
Tab. 36: Vergleich der Ergebnisse der 3 Kerntransfergruppen (Angabe in Prozent)
Gruppe Blastomeren-transferrate
Fusionsrate
(gesamt / Einzelschritt)
Teilungsrate
(gesamt / Einzelschritt)
maximal erreichtes
Entwicklungsstadium
(in Prozent)
1 88,9 75,2 / 84,6 55,6 / 73,9 32-Zeller (3,1 %)
2 93,8 86,8 / 92,6 79,8 / 92,0 32-Zeller (1,9 %)
3 96,3 94,0 / 97,7 89,6 / 95,2 Morula (40,0 %)
Die Blastomerentransferrate unterscheidet sich nicht signifikant zwischen der Gruppen 1 und
Gruppe 2 (G1: 88,9 %; G2: 93,8 %). Allerdings ist zu bemerken, daß zwischen der Gruppe 1
und Gruppe 3 (G1: 88,9 %; G3: 96,3 %) ein signifikanter Unterschied besteht (p £ 0,05).
Dieser Unterschied ist durch die kontinuierlich verbesserten Fähigkeiten in der
Mikromanipulation mit Fortschreiten der Versuche zu erklären, da die Versuche der Gruppe 1
als erste und die der Gruppe 3 als letzte durchgeführt wurden. Um diesen Einfluß nicht auf die
einzelnen Manipulationsschritte zu übertragen, wird die Effizienz der Einzelschritte
miteinander verglichen. Die Blastomerenvereinzelung war nach Proteaseanverdauung der
Zona pellucida und nach LZD vergleichbar gut mittels Disaggregationspipetten praktisch
durchzuführen (siehe 3.10.3).
Die schlechteste Fusionsrate (Einzelschritt) mit 84,6 % weist die Gruppe 1 auf. Mit 8,0
Prozentpunkten liegt die Gruppe 2 signifikant darüber (p £ 0,05). Die schlechtere Fusionsrate
der Gruppe 1 ist auf den negativen Einfluß des LZD zur Blastomerengewinnung
zurückzuführen. Die Gruppe 3 liegt mit 13,1 Prozentpunkten höchst signifikant (p £ 0,001)
über der Fusionsrate (Einzelschritt) der Gruppe 1 und bestätigt somit diese Tendenz. Bei der
Betrachtung der OBK, die mit dem ersten Puls fusionierten, fällt auf, daß die Gruppe 3 mit
ca. 20 Prozentpunkten höchst signifikant (p £ 0,001) über den ersten beiden Gruppen liegt.
Damit konnte auch ein Zusammenhang zwischen Einwirkzeit zur Entkernung und der Anzahl
zur Fusion benötigten Pulse nachgewiesen werden.
Tab. 37:  Anzahl der fusionierten OBK, die mit dem ersten Puls fusionierten (in Prozent)
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Fusion mit
ersterm Puls 72,3 68,0 86,7
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Die Teilungsrate (Einzelschritt) der Gruppe 2 liegt mit 18,1 Prozentpunkten höchst signifikant
(p £ 0,001) über der Gruppe 1. Dies  ist wie die signifikant bessere Fusionsrate der Gruppe 2
auf den negativen Einfluß des LZD zur Blastomerengewinnung bei der Gruppe 1
zurückzuführen.
Mit 95,2 % teilten sich die fusionierten Kerntransferembryonen der Gruppe 3 im
Einzelschritt. Dieses Ergebnis ist gerade um 3,2 Prozentpunkte besser (nicht signifikant) als
das Ergebnis der Gruppe 2. Somit wird die Teilungsfähigkeit der Kerntransferembryonen
nicht von den hier verwendeten Einwirkzeiten beeinflußt. Allerdings ist bei der
Weiterentwicklungsfähigkeit der geteilten Kerntransferembryonen die Gruppe 3, bei beiden
Beobachtungszeitpunkten, der Gruppe 2 höchst signifikant (p £ 0,001) überlegen.
Die Gruppe 2 weist lediglich 42 h p.c. eine hoch signifikant bessere Entwicklungsfähigkeit
gegenüber der Gruppe 1 auf. Jedoch ist die Entwicklungsfähigkeit 90 h p.c. zwischen diesen
beiden Gruppen nicht signifikant verschieden und mit sehr schlecht zu bewerten.
Die erreichte Morula-Rate von 40,0 % der geteilten Kerntransferembryonen der Gruppe 3 ist
als erster Erfolg der neuen Methode zu werten. Damit konnte nachgewiesen werden, daß
präkaryogametische Eizellen fähig sind, nach Laser-Mikrostrahl vermittelter
Vorkerndeaktivierung die weitere Entwicklung der übertragenen Blastomerenkerne zu
unterstützen. Die Entwicklungsfähigkeit der transferierten Blastomerenkerne wird von der
vorhergehenden Schädigung des Zytoplasmas der Empfängereizelle während der
funktionellen Entkernung mittels Laser ganz entscheidend beeinflußt (Vergleich G2 mit G3).
Ein Einfluß der Blastomerengewinnungsmethode auf die Entwicklungsfähigkeit der geteilten
Kerntransferprodukte konnte nur zum Beobachtungszeitpunkt 42 h p.c. festgestellt werden.
Allerdings ist durch die übereinstimmend schlechte Weiterentwicklungsfähigkeit der
Kerntransferprodukte 90 h p.c. in den zu vergleichenden Versuchsgruppen 1 und 2, diese
Aussage nicht überzubewerten. Es kann davon ausgegangen werden, daß die Blastomeren in
unmittelbarer Nähe der gedrillten Löcher in der Zona pellucida mehr geschädigt werden, als
die dahinter liegenden Blastomeren. Da nach dem Pipetieren die Blastomeren nicht zu
unterscheiden sind, ist von einer Verwendung verschieden stark von den Laserstrahlen
beeinflußter Blastomeren auszugehen. Dadurch sollten sich nach Transfer dieser Blastomeren
in lediglich mit 2 Sekunden deaktivierte präkaryogametische Eizellen Unterschiede in der
Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferprodukte ergeben. Einen Hinweis auf den negativen
Einfluß der Blastomerengewinnung nach LZD geben sowohl die signifikant schlechteren
Fusions- und Teilungsraten als auch die schlechtere Entwicklungsfähigkeit 42 h p.c.. Deshalb
sollte auf die Verwendung des Lasers zur Gewinnung der Blastomeren (LZD) verzichtet
werden.
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Beim Vergleich der Entwicklungsfähigkeit manipulierter Eizellen (LZD im 8-Zellstadium)
mit unbehandelten Kontrolleizellen konnte kein signifikanter Unterschied in der
Entwicklungsfähigkeit in vitro beobachtet werden. Dies liegt aber darin begründet, daß die
8-Zeller besser in der Lage sind, schädliche Einflüsse zu kompensieren und findet Ausdruck
in der signifikant besseren Entwicklungsfähigkeit der Kontrolleizellen, wenn sie im
8-Zellstadium, im Vergleich zu 1- oder 2-Zellstadien, in Kultur gebracht werden. Weiterhin
ist es möglich, daß die Embryonen eine Blastozystenbildung aufweisen, obwohl sich einzelne
Blastomeren, die sich neben den gedrillten Löchern in der Zona pellucida befanden, nicht
oder nur begrenzt weiterentwickeln konnten.
Aus den Ergebnissen der Kerntransferversuche ergibt sich die Forderung, die Energie zur
Deaktivierung der Vorkerne deutlich zu verringern. Dies ist durch die unter 5.4 und 5.6
beschriebenen Veränderungen bei der Vorkerndeaktivierung zu erreichen.
In der Literatur wurden Kerntransferexperimente mit Lasereinsatz noch nicht beschrieben.
Somit stehen keine mit den eigenen Ergebnissen direkt vergleichbaren Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen zur Verfügung.
5.5.2 Vergleich der neuen Methode mit herkömmlichen, mechanischen Methoden des
                   Blastomeren- und Vorkerntransfers
Bei der Diskussion der eigenen Kerntransferergebnisse werden die Ergebnisse des
„herkömmlichen“ Blastomeren- und Vorkerntransfer der eigenen Arbeitsgruppe (PORZIG
1998; HARANT 2000) und die internationale Literatur als Bezugspunkte verwendet.
Die Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe bieten sich als Vergleichszahlen an, da sie im
selben Labor unter den gleichen experimentellen Versuchsbedingungen (wie z.B.
Gewinnungsmethode, Kulturmedien, Brutschrank) ermittelt wurden.
Da bei den eigenen Untersuchungen die Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferprodukte der
Gruppe 3 mit Abstand am besten war, wird sich bei der folgenden Gegenüberstellung nur auf
diese Ergebnisse bezogen.
Das Ziel der praktischen Nutzung des Kerntransfers besteht in der Klonierung wertvoller
landwirtschaftlicher Nutztiere (GREISING 1995). Weiterhin ist es mit dieser Technik
möglich, ausgewählte züchtungsbiologische Fragestellungen (genetisches Imprinting,
extrachromosomale Effekte) zu untersuchen. Dazu sind hohe Intaktheitsraten nach der
Enukleation der Eizellen und Übertragung der Blastomere in den perivitellinen Saftraum
(PVS) sowie hohe Fusionsraten und Teilungsraten der OBK wichtige Voraussetzungen für die
Erzeugung einer hohen Anzahl von Klongeschwistern (PRATHER u. FIRST 1990).
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Von entscheidender Bedeutung für den Erfolg der Kerntransfertechnik ist die
Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferembryonen in vitro bis zur Blastozyste und in vivo
(ET) bis zum lebenden Jungtier.
Es werden verschiedene Parameter genutzt, die den Erfolg der Manipulation an den Eizellen
und Embryonen bestimmbar machen. Die Gesamtrate beinhaltet die Ergebnisse aller
Versuchsschritte in der Summe. Die Betrachtung der Einzelschritte ermöglicht es, Aussagen
zu dem jeweiligen Manipulationsschritt zu machen. Mit der Tabelle 38 werden die eigenen
Ergebnisse und die Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe gegenübergestellt.
Tab. 38: Vergleich der eigenen Ergebnisse mit den Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe
               (in Prozent)
Blastomeren- bzw.
Zytoplasten-
transferrate
Fusionsrate
(ges. / Teil.)
Teilungsrate
(ges. / Teil.)
Morula-
Blastozystenrate
Blastomerentransfer
(PORZIG 1998) 81,8 69,8  /  84,9 33,9  /  53,9 keine Angaben
Vorkerntransfer
(HARANT 2000) 78,3 69,6  /  88,9 52,2  /  75,0 67,0
Kerntransfer-
gruppe 3 96,3 94,0  /  97,7 89,6  /  95,2 40,0
ges.= Gesamt Teil.= Teilschritt
Bei den Versuchen von PORZIG (1998) blieben lediglich 84,5 % der entkernten Oozyten
nach subjektiver Einschätzung intakt. HARANT (2000) erreichte eine 79,1 %-ige
Intaktheitsrate nach Absaugen des die Vorkerne enthaltenden Zytoplasten. Durch die
mechanische Entfernung ist mit den damit verbundenen Ausfällen eine Verminderung der
Anzahl an Empfängerzellen gegeben. Diese Totalausfälle (PORZIG 1998: ca. 25 %;
HARANT 2000: ca. 30 %) können beim Einsatz des Lasers zur Vorkerndeaktivierung
vermieden werden.
STICE und ROBL (1988) berichten nach Chromatinuntersuchung der Embryonen von einer
Entkernungsrate von 92 % (45 von 49). YANG et al. (1992) konnten eine Entkernungsrate
von 77 % (85 von 111) nach blinder Enukleation durch Chromatinuntersuchung nach
vorheriger Fixation in Methanol-Essigsäure erreichen. MODLINSKI und SMORAG (1991)
verwendeten nicht den Begriff Entkernungsrate, sondern den Begriff Überlebensrate. Die
Überlebensrate betrug 70,5 % bis 87,2 % und ist somit vergleichbar mit der Intaktheitsrate
von PORZIG (1998) mit 84,5 % und HARANT (2000) mit 79,1 %. Die gewählten Begriffe
Überlebens- bzw. Intaktheitsrate charakterisieren den doch ganz erheblichen negativen
Einfluß der mechanischen Entkernung.
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Aus diesem Vergleich wird ein Vorteil der eigenen Methode ersichtlich. Auch ist davon
auszugehen, daß bei der mikrochirurgischen Entkernung unterschiedlich viel Zytoplasma
entfernt wird. Damit steht kein ausgeglichenes Ausgangsmaterial als Empfängereizellen zur
Verfügung. Dies kann einen Einfluß auf die folgenden Manipulationsergebnisse ausüben.
Mit der mechanischen Entfernung der Kerne bzw. Vorkerne ist ein Zytoplasmaverlust von
ca. 30 % verbunden (STICE 1992). Damit stellt diese Entkernungsmethode einen
schwerwiegenden Eingriff in das Stoffwechselgeschehen der Zelle dar. Auch ist von einer
Veränderung der Ultrastruktur und einem Verlust an zytoplasmatischen Faktoren auszugehen
(GREISING 1995). Weiterhin ist eine Schädigung der Zytoplasmamembran nicht zu
vermeiden. Diese nachteiligen Effekte können durch die intrazelluläre Mikromanipulation
mittels Laser vermieden werden. Allerdings wurde durch die eigenen methodischen
Untersuchungen festgestellt, daß bei direkter Vorkernbearbeitung (M6) das Zytoplasma im
fokusnahen Strahlkegel einem ganz erheblichen negativen Einfluß ausgesetzt ist (Vergleich
M6 mit M9). Demgegenüber bleibt das Zytoplasma neben den Vorkernen relativ unbeeinflußt
(Vergleich M6 mit M11). Inwieweit die Schädigung des Zytoplasmas durch die Laserstrahlen
mit dem Verlust von ca. 30 % an Zytoplasma durch Absaugen (STICE 1992) vergleichbar ist,
kann mit den durchgeführten Untersuchungen nicht bewertet werden. Der Vorteil der
eingesetzten Methode besteht aber darin, daß das Zytoplasma in seiner räumlichen
Anordnung der Bestandteile zueinander nicht beeinträchtigt wird und daß durch die präzisere
Arbeitsweise des Lasers die Möglichkeit besteht, nahezu gleiches Ausgangsmaterial als
Empfängereizellen einsetzen zu können.
Die Zellorganellen in der Eizelle müssen in ausreichendem Maße vorhanden und intakt sein,
um die Stoff- und Energiebereitstellung für die Zellteilung und Differenzierung zu
gewährleisten. Wird infolge der Enukleation der Oozyten die Menge an zellulären Faktoren
im Ooplasma, die mit dem übertragenen Kern in Wechselwirkung treten können, unter ein
kritisches Maß verringert bzw. die Struktur der Zellorganellen so verändert, daß der
Stoffwechsel der Rezipientenzelle eingeschränkt ist, kann auch ein intakter Blastomerenkern
sein Entwicklungspotential nicht voll entfalten, und die Entwicklung der
Kerntransferembryonen unterbleibt (GREISING 1995).
HYTTEL et al. (1986) unterstreicht die besondere Bedeutung der Mitochondrien und des
endoplasmatischen Retikulums für die Stoffwechselaktivität der Zelle. Inwieweit das
Zytoplasma durch die funktionelle Entkernung mittels Laser geschädigt wird, kann durch die
eigenen Untersuchungen nicht bestimmt werden. Allerdings muß die Schädigung von
Zytoplasmabestandteilen von der eingebrachten Energie abhängig sein, da sich die
Kerntransferembryonen nach Verringerung der Einwirkzeit von 10 auf 2 Sekunden
Diskussion                                                                                                                                                           93
(Vergleich G2 mit G3)  signifikant weiter entwickeln konnten und 40,0 % der geteilten
Kerntransferembryonen das Morulastadium erreichten.
Prinzipiell kann in den eigenen Experimenten von einer sehr gering erhaltenen Aktivität des
vorhandenen genetischen Materials der Vorkerne ausgegangen werden. Über die Möglichkeit
des Einbaus solcher Komponenten in das transferierte Genom kann aufgrund fehlender
zytologischer Untersuchungen keine Aussage gemacht werden. Der Einbau wird für möglich,
aber nicht für sehr wahrscheinlich angesehen, da in jedem Fall von einer letalen Schädigung
der DNS der Vorkerne ausgegangen werden muß, denn die Entwicklung der mit 2 Sekunden
behandelten Eizellen ging in vitro nicht über das 4-Zellstadium hinaus.
Diskutiert man nun den Entkernungsvorgang mit den gezielten methodischen Untersuchungen
zum Einfluß der einzelnen Manipulationsschritte von HARANT (2000), so fällt bei diesen
Untersuchungen eine um ca. 50 Prozentpunkte niedrigere Blastozystenrate bei mit
Cytochalasin B oder D behandelten befruchteten Eizellen im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen (82,3 % Blastozysten) auf. Eine Verwendung von Cytochalasin B oder D im
Manipulationsmedium ist als Inhibitor des Cytoskeletts beim herkömmlichen Blastomeren-
und Vorkerntransfer unverzichtbar, da sonst das mechanische Absaugen eines Zytoplasten mit
den darin befindlichen Kernen bzw. Vorkernen nicht möglich ist. HARANT (2000) führt nach
Diskussion der Literatur die hemmende Wirkung des Cytochalasin B auf die
Zytoplasmateilung als Grund für den negativen Einfluß auf die Teilungsfähigkeit an.
KATAGIRI und MATSUURA (1971; zit. nach HARANT 2000) beschreiben das
Cytochalasin D als Antibiotikum mit cytotoxischem Charakter und einer starken
wachstumshemmenden Aktivität gegenüber kultivierten Zellen, das die zytoplasmatische
Teilung hemmt und zu Zellen mit mehreren Kernen führt. Mit diesen Untersuchungen wird
der doch ganz erhebliche negative Einfluß des Cytochalasins B und D deutlich. Da bei der
laservermittelten funktionellen Entkernung auf das Cytochalasin als Inhibitor des
Cytoskelettes verzichtet werden kann, ergibt sich ein weiterer Vorteil der Lasertechnik im
Vergleich zur herkömmlichen mechanischen Entkernungsmethode.
Die funktionelle Entkernung mit Hilfe der UV-Strahlung wurde als Standardmethode
erfolgreich in Kerntransferexperimenten beim Frosch Xenopus leavis eingesetzt. Hiernach
sind gesunde und lebensfähige Nachkommen erzeugt worden (GURDON 1960a, b).
Allerdings sind diese Ergebnisse mit den eigenen nicht ohne weiteres vergleichbar.
TSUNODA et al. (1988) und YANG et al. (1992) berichteten vom Einsatz der UV-Strahlung
in Verbindung mit einer Fluorochromfärbung zur Deaktivierung von Mäusezellen für den
Einsatz als Empfängereizellen in Kerntransferexperimenten. TSUNODA et al. (1988) fanden
nach Einsatz dieser Methode eine höhere Empfindlichkeit der Vorkerne gegenüber dem
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Zytoplasma. Die sich mit steigender UV-Belichtung verschlechternden Weiter-
entwicklungsraten der Kerntransferembryonen führten die Autoren auf zytopathogene Effekte
als Folge der UV-Bestrahlung zurück. In weiterführenden Untersuchungen dieser
Arbeitsgruppe (TSUNODA et al. 1989) konnte die Methode erfolgreicher eingesetzt werden,
indem die Bestrahlungszeit auf 5 Sekunden verringert wurde. Eine UV-Bestrahlung, die über
60 Sekunden dauert, hat sich als schädlich für die nichtgenomischen Anteile des Zytoplasmas
erwiesen (TSUNODA et al. 1988). YANG et al. (1992) beschrieben die Möglichkeit, Oozyten
mittels UV-Strahlung funktionell zu entkernen. Von insgesamt 257 funktionell entkernten
Oozyten teilten sich 46 (17,9 %) bis zur Morula oder Blastozyste, nachdem sie mit
Blastomeren (8-, 16- oder 32-Zeller) fusioniert wurden. Gezielte Untersuchungen zum
Einfluß von Färbung und Bestrahlung auf den Stoffwechsel der Zelle wiesen auf eine
Abhängigkeit der Schädigung von der Bestrahlungsdauer hin (SMITH 1992, zit. nach
GREISING 1995). Die mit der angeführten Literatur dargestellte Abhängigkeit der
Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferembryonen von der Einwirkzeit der UV-Strahlung zur
Entkernung der Empfängereizellen, wird durch den Einfluß der Lasereinwirkzeit bei den
eigenen Experimenten (Vergleich G2 mit G3) bestätigt. Aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der in der Literatur eingesetzten UV-Strahlung und des fokussierten
UV-Lasers in den eigenen Experimenten sind die Ergebnisse nur in der Tendenz
vergleichbar.
Mit der Lasertechnologie steht nun ein Hilfsmittel zur Verfügung, womit spezielle
Wellenlängen bei Veränderung der Pulsfrequenz und der Energie einsetzbar sind. Durch die
hohe Photonendichte im Laserfokus wird eine ganz neue Qualität der Mikromanipulation, die
Ablation des Zielmaterials im Laserfokus, möglich (siehe 2.4). Mit den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit wurde der Laser-Mikrostrahl das erste Mal in Kerntransferexperimenten
angewendet.
Aufgrund der methodischen Untersuchungen zum LZD ist von einem sehr geringen und die
Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferembryonen nicht beeinträchtigenden Einfluß des
Brennens eines nicht durchgehenden Loches in der Zona pellucida zur Erleichterung des
Blastomerentransfers auszugehen. Mögliche Schäden an der mitochondrialen DNS sollten
sehr gering und durch die oben beschriebenen zellulären Reparaturprozesse  vollständig zu
beheben sein. Die In-vitro-Kultur der mit 10 oder 20 Sekunden nach Methode 1 behandelten
Eizellen ließ keinen negativen Einfluß dieser Einwirkzeiten erkennen. Auch die
Entwicklungsfähigkeit der Embryonen nach Öffnung der Zona pellucida (siehe oben) zu
gesunden und lebensfähigen Nachkommen bestätigt diese Aussage.
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Durch das Loch in der Zona pellucida ließ sich diese sehr leicht mit der Transferpipette
durchdringen, womit der Blastomerentransfer und die vorgelagerte Entfernung der Polkörper
sehr viel schneller durchführbar sind. Mit dem Einsatz nicht so scharfer Pipetten beim
Eindringen in den perivitellinen Raum blieb die Zytoplasmamembran unbeschädigt. Der
benötigte Druck der Manipulationspipette zum Durchdringen der Zona pellucida auf das
Zytoplasma konnte so weit reduziert werden, daß die Zytoplasmamembran nicht eingedrückt
wurde und die Eizelle in ihrer ursprünglichen Form während des Blastomerentransfers bzw.
der Polkörperentfernung erhalten blieb.
Im Rahmen von Kertransferexperimenten nimmt die Elektrozellfusion der Oozyten-
Blastomeren-Komplexe zum Zwecke der Kernübertragung eine zentrale Rolle ein. Hierbei
besteht die Bedeutung dieser Methode in der Realisierung einer hohen Fusionsrate als
Voraussetzung für eine hohe Anzahl von Kerntransferprodukten.
Durch die mechanische Enukleation verringert sich das Volumen der Oozyte und der
perivitelline Saftraum (PVS) nimmt um den gleichen Betrag zu (GREISING 1995). Dadurch
ist die Berührungsfläche und somit die Kontaktmöglichkeit und der Anpressdruck zwischen
Oozyte und Blastomere gering (STICE 1992). Da bei den eigenen Versuchen kein
Zytoplasma abgesaugt wurde, bestand ein hoher Anpressdruck auf die sich berührenden
Fusionsmembranen. Damit ist eine große Berührungsfläche verbunden und die für eine
erfolgreiche Fusion von Oozyte und Blastomere wichtige Voraussetzung der parallelen
Anordnung der Fusionsmembranen zu den Elektroden der Fusionskammer erfüllt
(ZIMMERMANN 1983). Daraus läßt sich die sehr hohe Fusionsrate von
97,7 % im Einzelschritt bei den eigenen Versuchen, die mit 86,7 % mit dem ersten Puls
möglich wurde, erklären. Schon ROBL et al. (1992) stellten fest, daß die Fusion
normalerweise bereits nach dem ersten Puls erfolgt. Voraussetzung hierfür ist, daß die OBK
voll intakt sind, d.h. keine Schädigung der Oozyten- und Blastomerenmembran vorliegt, und
ein Kontakt zwischen den Membranen der OBK besteht. Im Einzelschritt ist die Fusionsrate
der Gruppe 3 mit 97,7 % um 8,8 Prozentpunkte besser als nach Vorkerntransfer und um 12,8
Prozentpunkte besser als nach Blastomerentransfer nach jeweils praktizierter mechanischer
Entkernung (siehe Tab. 38).
Bei der Betrachtung der Ergebnisse zur Teilungsrate innerhalb der Arbeitsgruppe ergeben sich
sowohl bei der Gesamtrate als auch beim Einzelschritt sehr deutliche Unterschiede. So teilten
sich nur 33,9 % der insgesamt manipulierten Embryonen nach Blastomerentransfer und
52,2 % nach Vorkerntransfer. Dem steht eine Gesamtteilungsrate von 89,6 % in der
Kerntransfergruppe 3 gegenüber. Somit konnte die Gesamtteilungsrate im Vergleich zum
Blastomerentransfer mehr als verdoppelt und beim Vergleich zum Vorkerntransfer um ca. 40
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Prozentpunkte verbessert werden. Beim Vergleich der Gesamtteilungsrate sind alle Ausfälle
bei den Einzellschritten enthalten, wodurch die Überlegenheit der neuen Methode in der
Summe der Manipulationsschritte deutlich wird. Auch die eigene Teilungsrate im
Einzelschritt mit 95,2 % (53,9 %, PORZIG 1998; 75,0 %, HARANT 2000) ist als sehr hoch
einzuschätzen und spiegelt die bereits oben erwähnten Vorteile der verwendeten Methode
wider.
Mit den eigenen Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, daß mit der eingesetzten Methode
der Vorkerndeaktivierung eine wichtige Voraussetzung für eine hohe Teilungsrate und somit
ein entsprechender Beitrag zur Erhöhung der Anzahl von Kerntransferembryonen geleistet
worden ist.
Allerdings konnte trotz Erhöhung des Anteils der Morulae (40,0 %) in der Gruppe 3 die
Morula-Blastozystenrate von 67 % der geteilten, vorkerntransplantierten Embryonen nach
Untersuchungen von HARANT (2000) nicht erreicht werden. Aufgrund der hohen
Gesamtteilungsrate der eigenen Methode ergibt sich eine um einen Prozentpunkt leicht
erhöhte Morularate der insgesamt manipulierten Embryonen in Gruppe 3 im Vergleich zu
HARANT (2000).
Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Kerntransferexperimente mit denen der
methodischen Untersuchungen zu ermöglichen, wurden die einzelnen Parameter der
Lasereinstellung (Pulsfrequenz und Energie) beibehalten und ebenfalls präkaryogametische
Eizellen (sichtbare Vorkerne, siehe Abb. A4) als Empfängereizellen bei den
Kerntransferexperimenten eingesetzt. Bei den gegenwärtig vorwiegend verwendeten
sekundären Oozyten als Empfängereizellen ist die Sichtbarkeit der Methaphase-II-
Chromosomen nicht immer gegeben (siehe 2.3.3.2.1).
Als Kernspender wurden die 8-Zell-Blastomeren, trotz der im Literaturteil beschriebenen
schlechteren Entwicklungsfähigkeit von Blastomerenkernen in entkernten Zygoten im
Vergleich zur Verwendung von Vorkernen als Kernspender, ausgewählt. Der Grund hierfür
lag zum einen darin, daß Vorkernstadien mechanisch durch Absaugen aus anderen Zygoten
gewonnen werden müssen. Dieser starke invasive Eingriff ist sehr zeit- und
trainingsaufwendig und verlangt den Einsatz von Cytochalasin B oder D. Auch ist eine sehr
viel größere Anzahl an Kernspenderzellen erforderlich. Um die insgesamt für den
Kerntransfer benötigte Zeit zu verringern und um auf Cytochalasin verzichten zu können,
kamen die 8-Zell-Blastomeren als Kernspender zum Einsatz. MOORE et al. (1968) wiesen
die grundsätzliche Totipotenz der 8-Zell-Blastomeren nach. So entwicklelten sich nach
Transfer von Einzelblastomeren, die in ihre eigene Zona pellucida transferiert wurden, 11 %
der Einzelblastomeren (8 von 72) zu lebenden Nachkommen. Auch die Möglichkeit der
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Blastomerengewinnung nach berührungsfreier Öffnung der Zona pellucida (LZD)  sollte
untersucht werden.
Somit mußte der Kompromiß zwischen der geforderten Sichtbarkeit der Kerne in Verbindung
mit der angestrebten Vergleichbarkeit der Kerntransferergebnisse mit den methodischen
Untersuchungen durch den Einsatz von präkaryogametischen Eizellen mit der in der
Literaturbesprechung aufgezeigten schlechteren Entwicklungsfähigkeit von
Blastomerenkernen in entkernten Zygotenstadien in Kauf genommen werden.
Aus der schlechteren Entwicklungsfähigkeit von Blastomeren im Vergleich zu
Vorkernstadien als Kernspender in entkernten Zygoten ergibt sich ein wichtiger Grund für das
Ausbleiben von Blastozystenstadien bei der In-vitro-Kultur und von lebenden Nachkommen
nach Embryotransfer der Kerntransferprodukte bei den eigenen Untersuchungen. So konnten
McGRATH und SOLTER (1983) eine höhere Entwicklungspotenz der
Kerntransferembryonen bei Verwendung von Zygotenkernen im Vergleich zu
Blastomerenkernen bei der Maus nachweisen. Die Überprüfung dieser Ergebnisse an der
Ratte durch SURANI et al. (1987) und KONO et al. (1988) erbrachte auch eine höhere
Entwicklungspotenz der Kerntransferembryonen bei Einsatz von Vorkernstadien. Bei
SURANI et al. (1987) entwickelten sich 22 % der Kerntransferembryonen nach
Vorkerntransfer zu Jungtieren, demgegenüber blieb die Geburt von Jungtieren nach Transfer
von Blastomerenkernen des 2-, 4- und 8-Zellstadiums aus. Auch bei anderen Tierarten
konnten nach dem Austausch der Vorkerne (Rind: ROBL et al. 1987; Schwein: PRATHER et
al. 1989) lebende Nachkommen erzeugt werden und eine bessere Entwicklungspotenz der
Kerntransferembryonen bei Verwendung von Vorkernstadien im Vergleich zum Einsatz von
2-, 4- und 8-Zellstadien als Kernspender nachgewiesen werden.
Da mit den Zygotenstadien nach Literaturbesprechung nicht die optimalsten
Empfängereizellen für den Blastomerentransfer zum Einsatz kamen und da bei den eigenen
Untersuchungen noch nicht die optimalsten Parameter der laservermittelten Deaktivierung der
genomischen DNS der Empfängereizellen zur Anwendung kamen, sind die Potenzen der
neuen Methode des Kerntransfers mit Lasereinsatz noch nicht voll ausgeschöpft. Hieraus
ergeben sich die Ansätze zu weiteren Untersuchungen.
5.6 Ansätze zur Modifizierung der eingesetzten Methode
Durch kontinuierliche Verringerung der Laserenergie sollte es möglich werden, die
Ablationsschwelle so weit abzusenken, daß sie nur im Bereich der Vorkerne wirksam wird,
wodurch das im Strahlkegel befindliche Zytoplasma geschont wird.
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GREULICH (1999) beschreibt eine zunehmende Hitzeentwicklung von Puls zu Puls mit
daraus folgend größerer thermischer Zerstörung, wenn die Zeit zwischen den Pulsen kürzer ist
als die, die das Medium benötigt, um die Temperaturerhöhung auszugleichen. Durch die
Verringerung der Pulsfrequenz würde der Zelle mehr Zeit gegeben, um die
Temperaturerhöhung ausgleichen zu können. Weiterhin bestünde der Vorteil, die einzelnen
Laserpulse auf den gesamten Raum der Vorkerne verteilen zu können und somit die Vorkerne
sicher zu treffen.
In Kombination mit einer kontinuierlichen Verringerung der Energie sollten sich die positiven
Effekte (sichere funktionelle Entkernung und Schonung des Zytoplasmas durch weniger
eingebrachte Energie) summieren und nach Verwendung dieser so entkernten
präkaryogametischen Eizellen als Empfängereizellen in Kerntransferexperimenten nach
gegebenen Versuchsschema (siehe Abb. 11) in einer besseren Entwicklungsfähigkeit der
Kerntransferprodukte resultieren.
Da mit der Literaturdiskussion eine deutlich bessere Entwicklungsfähigkeit der
Kerntransferprodukte nach Transfer von Blastomerenstadien in entkernte Metaphase-II-
Oozyten im Vergleich zum Transfer von Blastomerenstadien in entkernte Zygoten
beschriebenen ist, wird der Einsatz von Metaphase-II-Oozyten als Empfängereizellen
angeregt. Hierbei sollte in den Raum neben den Polkörpern der Metaphase-II-Oozyte (hier
befinden sich die Metaphase-II-Chromosomen) vergleichbar viel Energie wie zur
funktionellen Entkernung von präkaryogametischen Eizellen erforderlich ist (wie oben
beschrieben) eingebracht werden.
Um eine einheitliche Aussage treffen zu können, wäre es erforderlich, eine Messung der
Laserenergie durchzuführen, nachdem die Laserstrahlen das Objektiv passiert haben.
Mit der rasant fortschreitenden Entwicklung auf dem Sektor der lasergestützten
Biotechnologie ist es mittlerweile möglich, Laser-Mikrostrahl-Apparaturen mit eingebauter
Energiemessung zu erwerben. Damit kann die Energie pro Puls genau erfaßt und dosiert
werden. Hieraus ergibt sich die Möglichkeit, die großen Potenzen dieser Technologie weitaus
besser als in der dargestellten Arbeit nutzbar zu machen.
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6 Zusammenfassung
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Mit der vorliegenden Arbeit sollten erstmalig die Methoden der Laser-vermittelten,
berührungsfreien Öffnung der Zona pellucida (Laser-Zona-Drilling, LZD) und der
funktionellen Deaktivierung der Vorkerne als  einfachere und die Entwicklungsfähigkeit
behandelter Zellen weniger beeinträchtigende Methoden im Vergleich zu herkömmlichen
mechanischen Methoden des Kerntransfers experimentell bearbeitet  werden.
Für den Einsatz des Lasers sind grundlegende Kenntnisse über die Wirkungsweise der
fokussierten Laserstrahlen am Zielobjekt der Mikromanipulation, den Kanincheneizellen,
notwendig. Deshalb wurden zunächst sehr umfangreiche Untersuchungen zum Einfluß
steigender Einwirkzeiten des Lasers bei Verwendung drei verschiedener Objektive an und in
befruchteten Eizellen in vitro und in vivo durchgeführt. Hierfür kamen 863 Eizellen in 11
verschiedenen Methoden (M) zum Einsatz. Mit den Methoden 1-3 (231 Eizellen) wurde der
Einfluß der Objektive beim LZD in vitro untersucht. In den Methoden 4 und 5 kam der
Embryotransfer nach LZD zur Anwendung (202 Embryonen). Die Methoden 6-8 (202
Eizellen) wurden zum Einfluß der drei Objektive bei der direkten Laserfokus-vermittelten
Manipulation der lichtmikroskopisch sichtbaren Vorkerne in vitro durchgeführt. Bei den
Methoden 9-11 (228 Eizellen) wurde der Laserfokus (gleiches Objektiv) in seiner Lage zu den
Vorkernen verändert (defokussiert), um zur Wirkungsweise der fokussierten Laserstrahlen in
der Eizelle Aussagen zu ermöglichen.
Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden 3 Kerntransfergruppen (G) nach definierter
Methodik gebildet, wobei zur Vergleichbarkeit die Parameter der Lasereinstellung (maximale
Pulsfrequenz und Energie)  von den methodischen Untersuchungen übernommen wurden.
Die Empfängereizellen (Vorkerne) der ersten beiden Gruppen (G1: 117; G2: 129) wurden
einheitlich mit 10 Sekunden manipuliert. Der Unterschied bestand in der Blastomeren-
gewinnung (G1: nach LZD; G2: enzymatisch). Die Empfängereizellen der Gruppe 3 (134)
wurden lediglich mit 2 Sekunden manipuliert (enzymatische Blastomerengewinnung)
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fusioniert. Nachdem die Kerntransferembryonen der Gruppe 3 in vitro die beste
Entwicklungsfähigkeit zeigten, wurden 112 so erstellte Kerntransferprodukte auf 8
pseudogravide Ammentiere übertragen.
Bei den Untersuchungen zum LZD (M1-M3) und zur direkten Vorkernbearbeitung (M6- M8)
zeigte sich eine Abhängigkeit vom verwendeten Objektiv dahingehend, daß die Verwendung
des Achroplan den größten und des Neofluar den geringsten depressiven Einfluß auf die
Entwicklungsfähigkeit behandelter Eizellen hat. Das Ultrafluar-Objektiv ist dem Neofluar-
Objektiv sehr ähnlich. Mit Hilfe des Embryotransfers (202 Embryonen) nach LZD (M4 u.
M5) konnte die Entwicklungspotenz dieser Embryonen in vivo (45 Nachkommen) gezeigt
werden, wobei die Geburtsrate der übertragenen 2-Zeller (27,55 %) (M5) den 1-Zellern
(17,31 %) (M4) signifikant überlegen ist.
Mit den Methoden 9-11 wurde nachgewiesen, daß im Strahlkegel, in unmittelbarer Nähe zum
Laserfokus, die depressive Beeinflussung vergleichbar zur direkten Vorkernmanipulation ist.
Der mit steigender Einwirkzeit kontinuierlich sinkenden Entwicklungsfähigkeit bei
Laserfokuspositionierung unter der Zelle (M10) steht eine mit kurzen Einwirkzeiten bessere,
jedoch mit steigender Einwirkzeit sprunghaft schlechter werdende Entwicklungsfähigkeit bei
Laserfokuspositionierung neben den Vorkernen in der Zelle (M11) gegenüber.
Bei den Kerntransferexperimenten konnten die Totalausfälle durch Verzicht auf die
mechanische Entkernung mit der damit verbundenen Verringerung der Anzahl an
Empfängereizellen vermieden werden (nahezu identisches Ausgangsmaterial). Da kein
Zytoplasma abgesaugt wurde, bestand ein hoher Anpressdruck auf die sich berührenden
Fusionsmembranen von Oozyte und Blastomere, wodurch sich die sehr hohen Fusionsraten
im Einzelschritt (G1: 75,2 %; G2: 86,8 %; G3: 97,7 %) erklären lassen. Die signifikant
geringere Fusionsrate der Gruppe 1 ist wie die signifikant geringere Teilungsrate (G1:73,9 %
versus G2: 92,0 % bzw. G3: 95,2%) auf die Blastomerengewinnung nach LZD
zurückzuführen. Die Entwicklungsfähigkeit der Kerntransferembryonen in vitro der Gruppen
1 und 2 ist mit 3,1 % (G1) bzw. 1,9 % (G2)  zum 32-Zeller als maximal erreichtes
Entwicklungsstadium sehr schlecht. Nach Verringerung der Lasereinwirkzeit auf 2 Sekunden
(G3) konnten die Kerntransferembryonen, als erster Erfolg der neuen Methode, mit 40,0 % in
vitro das Morulastadium erreichen. Allerdings blieb nach Transfer so erstellter 112
Kerntransferembryonen auf pseudogravide Ammentiere die Geburt von Jungtieren aus.
Durch die Verringerung der Pulsfrequenz und Laserenergie in Verbindung mit der gezielten
Bearbeitung des gesamten Raumes der Vorkerne sollte eine vollständige Deaktivierung der
Vorkerne bei größtmöglicher Schonung des Zytoplasmas möglich sein. Nach Ermittlung
dieser Parameter sollten sie zur Entkernung von Metaphase-II-Oozyten verwendet werden
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7 Summary
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The object of this work was to establish the first time the methods of Laser-microbeam-
delivered non-touched opening of the Zona pellucida (known as  Laser-Zona-Drilling, LZD)
and the functional enucleation of the pronucleus. This methods are efficient and provide a good
developmental capability of manipulated cells in comparison to previous used mechanical
nuclear transfer methods.
The basis for utilising Laser is to know about the effects of the focused laser-microbeam on
targeted micromanipulated rabbit oocytes. Therefore, we next analysed in a number of in vivo
and in vitro studies the time-dependent influence of laser in three different objectives of the
device on or in fertilised oocytes. For this purpose about 863 oocytes in eleven different
methods were used. In groups 1-3 (containing 231 oocytes) it was measured in vitro the
influence of the objective during LZD, whereas in group 4 and 5 embryo transfer (202
embryos) after LZD was undertaken. In further in vitro studies (group 6-8, 202 oocytes), we
were interested on the effects of three objectives on light-microscopic visible pronuclei which
were directly manipulated with the laser-focus. Lastly, to follow the different application
modus of the laser-focus (groups 9-11, 228 oocytes) the position of the laser-microbeam to the
oocytes pronuclei was changed.
Based up on these results three defined nuclear transfer groups (G) were built to compare the
data of the first methodological validation with unchanged laser parameters (pulse repetition
rate, laser energy). Recipient oocytes (pronuclei) of the first two groups (G1: 117; G2: 129)
were manipulated with same time-duration of 10 seconds. The difference between both groups
were in the isolation of blastomeres which was performed after LZD (G1) or enzymatic (G2).
Recipient oocytes of group 3 (134) were merely treated with time-duration of 2 seconds and
fused with enzymatic dissociated blastomeres.
The nuclear transferred embryos in group 3 have shown the best developmental capability.
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Thereafter, 112 of these embryos were transferred to synchronised pseudo-pregnant rabbits.
Groups of LZD (M1-M3) and Groups (M6-M8) with pronuclei directly manipulated with the
laser-focus showed objective dependency. Achroplan-objective depressed highly the
developmental capability of manipulated oocytes than Neofluar-objective. Ultrafluar-objective
had a similar depressive influence to Neofluar-objective.
Using embryo transfer (202 embryos) after LZD (M4 and M5) the development potency of 45
offspring was shown. The birth rate was, however, significant whenever 2-cell stages (27.55 %,
M5) were transferred than 1-cell stages (17.31 %, M4).
In groups 9-11 it was demonstrated that in beam wings in an immediate nearness of the laser
focus the depressive effect was comparable to the direct manipulation. The increased exposure
time with continuos decrease in developmental capability by laser focus plan position under the
cell (M10) was better the shorter the exposure time, but lesser the longer the exposure time
during laser focus plan position beside the pronuclei in the cell (M11).
With the help of a rather nucleus transfer experiments than the mechanical enucleation the loss
of oocytes could be avoided. Since in this approach we did not aspire cytoplasm a high pressure
arisen between fusion membranes of oocyte and blastomere with the result of high fusion rates
(G1: 75.2 %; G2: 86.8 %; G3: 97.7 %). Fusion rates as well as the cleavage rates (G1:73.9 %
vs. G2:92.0 % and G3: 95.2 %, respectively) of group 1 decreased significantly. This is because
of the methods of isolation of blastomeres after LZD. In group 1 and 2 the in vitro
developmental capability of nucleus transferred embryos until 32-cell stages was very low (G1:
3.1 %; G2: 1.9 %). Whenever the exposure time was about 2 seconds (G3) we obtained
successfully with this new method in nucleus transferred embryos about 40 % of morula stages.
Nevertheless, the birth of living offspring failed after transferring nucleus transferred embryos
(112) to synchronised pseudo-pregnant rabbits.
It could be concluded that the decrease in pulse repetition rate and laser energy while
manipulating the pronuclei provide a complete deactivation of the pronuclei and thus, is
appropriate not to damage the cytoplasm, so that this Method might be applied to enucleate
metaphase-II-oocytes.
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Anhang
Abb. A1: Frontansicht der Mikromanipulationseinheit
Abb. A2: Nahansicht der Mikromanipulationseinheit mit Mikromanipulatoren und
                 Computerbildschirm mit eingezeichneter Laserfokusposition
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Abb. A3: Schematische Darstellung des Laser-Zona-Drillings
                (nach SCHÜTZE et al. 1995b)
Abb. A4: Befruchtete Kanincheneizelle ca. 20 h p.c. mit beiden gut erkennbaren
                 Vorkernen (675fache Vergrößerung)
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Abb. A5: Blastomerentransfer in funktionell (Laser) entkernte Eizelle
                (400fache Vergrößerung)
Abb. A6: Abgesetzte Blastomere im perivitellinen Raum und gut sichtbares Loch in
                der Zona pellucida in 4-Uhr-Position nach LZD (400fache Vergrößerung)
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Abb. A7: Fusion von Oozyte und Blastomere mit Loch in der Zona pellucida in
                11-Uhr-Position (400fache Vergrößerung)
Abb. A8: Kaninchenblastozyste nach LZD von 3 Löchern im 8-Zellstadium
                (400fache Vergrößerung)
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Tab. A1: Ergebnisse der Untersuchungen zum LZD mit verschiedenen Objektiven in vitro:
                Erreichte Zellzahl 30 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
Methode 1 K 10 20 30 60 120 180 240 300 360 420
Mittelwert
± STABW
4
± 0,0
4,0
± 0,0
4
±
3,7
± 0,8
3,7
± 0,8
3,5
± 0,9
3,8
± 0,7
3,8
± 0,7
3,7
± 0,8
4
± 0,0
2,3
± 0,8
Min. 4 4 4 2 2 2 2 2 2 4 2
Max. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
n 16 15 5 7 7 8 8 8 6 7 7
Methode 2
Mittelwert
± STABW
2,8
± 1,0
3,7
± 0,8
3,7
± 0,8
3,7
± 0,8
3,7
± 0,8
3,7
± 0,8
3,7
± 0,8
3,6
± 0,9
3,6
± 0,9
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
Min. 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Max. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 2 2
n 12 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5
Methode 3
Mittelwert
± STABW
4,0
± 0,0
3,7
± 0,8
3,7
±
3, ±3
± 1,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
Min. 4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Max. 4 4 4 4 2 2 2 2 2 2 2
n 12 6 6 6 6 6 5 6 5 6 5
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
Tab. A2: Ergebnisse der Untersuchungen zum LZD mit verschiedenen Objektiven in vitro:
                Erreichte Zellzahl 40 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
Methode 1 K 10 20 30 60 120 180 240 300 360 420
Mittelwert
± STABW
8
± 0,0
8
± 0,0
8
± 0,0
8,0
± 0,0
8
± 0,0
8,0
± 0,0
6,5
± 2,1
6,3
± 2,5
6,7
± 2,1
4,6
± 1,5
3,4
± 2,2
Min. 8 8 8 8 8 8 4 2 4 4 2
Max. 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
n 16 15 5 7 7 8 8 8 6 7 7
Methode 2
Mittelwert
± STABW
7,7
± 1,2
8
± 0,0
7,3
± 1,6
8,0
± 0,0
8,0
± 0,0
8,0
± 0,0
8,0
± 0,0
7,2
± 1,8
7,2
± 1,8
3,6
± 0,9
2,0
± 0,0
Min. 4 8 4 8 8 8 8 4 4 2 2
Max. 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 2
n 12 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5
Methode 3
Mittelwert
± STABW
8,0
± 0,0
8,0
± 0,0
8,0
± 0,0
6,7
± 2,1
4,7
± 1,6
3,7
± 0,8
2,8
± 1,1
3,7
± 0,8
2,8
± 1,1
2,3
± 0,8
2,0
± 0,0
Min. 8 8 8 4 4 2 2 2 2 2 2
Max. 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 2
n 12 6 6 6 6 6 5 6 5 6 5
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
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Tab. A3: Maximal erreichte Entwicklungsstadien der manipulierten Eizellen nach LZD
                mit verschiedenen Objektiven (72 h p.c.)
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
K
(nxZt.)
10
(nxZt.)
20
(nxZt.)
30
(nxZt.)
60
(nxZt.)
120
(nxZt.)
180
(nxZt.)
240
(nxZt.)
300
(nxZt.)
360
(nxZt.)
420
(nxZt.)
Methode 1
12xM
2x32
2x16
10xM
4x32
1x16
3xM
1x32
1x16
5xM
1x32
1x16
2xM
2x32
3x16
1xM
2x32
4x16
1x8
2x32
4x16
2x4
3x16
4x8
1x4
1x16
5x8
1x16
6x8
2x8
4x4
1x2
Methode 2
8xM
2x32
2x16
4xM
1x32
1x16
3xM
1x32
2x16
1xM
2x32
3x16
2xM
1x32
3x16
1xM
2x32
2x16
1x8
3x16
3x8
1x16
4x8
1x16
4x8
4x4
1x2 5x2
Methode 3
8xM
3x32
1x16
2xM
3x32
1x16
2xM
3x32
1x16
1x32
5x16
3x16
2x8
1x4
5x8
1x4
1x8
3x4
1x2
1x8
4x4
2x2
1x8
1x4
3x2
1x4
5x2 5x2
n: Anzahl B: Blastozyste
K: Kontrolleizellen M: Morula
Zt.: Zellteilungsstadium
Tab. A4: Maximal erreichte Entwicklungsstadien der manipulierten Eizellen nach LZD
                mit verschiedenen Objektiven (96 h p.c.)
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
K
(nxZt.)
10
(nxZt.)
20
(nxZt.)
30
(nxZt.)
60
(nxZt.)
120
(nxZt.)
180
(nxZt.)
240
(nxZt.)
300
(nxZt.)
360
(nxZt.)
420
(nxZt.)
Methode 1
14xM
2x32
12xM
3x32
4xM
1x32
6xM
1x32
4xM
2x32
1x16
3xM
1x32
3x16
1x8
2x32
4x16
2x8
3x16
4x8
1x4
1x16
5x8
1x16
6x8
2x8
4x4
1x2
Methode 2
10xM
2x32
4xM
2x32
4xM
2x32
3xM
3x32
3xM
3x32
3xM
3x32
1xM
1x32
3x16
1x8
1xM
3x16
1x8
1x32
4x8
4x4
1x2 5x2
Methode 3
10xM
2x32
3xM
2x32
1x16
2xM
3x32
1x16
4x32
2x16
4x16
1x8
1x4
5x8
1x4
1x8
3x4
1x2
1x8
3x4
2x2
1x8
1x4
3x2
5x2
1x4 5x2
n: Anzahl B: Blastozyste
K: Kontrolleizellen M: Morula
Zt.: Zellteilungsstadium
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Tab. A5: Übersicht zur statistischen Prüfung der Entwicklungsfähigkeit der manipulierten
                Eizellen nach LZD mit verschiedenen Objektiven
Test auf signifikante Unterschiede der Teilungsfähigkeit nach LZD
Beobachtungs-
zeitpunkt
( h p.c. ) Einwirk-
zeit
V: M1-M2 V: M1-M3 V: M2-M3
Einwirk-
zeit
V: M1-M2 V: M1-M3 V: M2-M3
30 ns ns ns ns ** **
40 ns ns ns ns * **
48 ns ns ns ns * **
72 ns ns ns ns * *
96 ns ns ns ns * ns
140
10 sec
ns ns ns
180 sec
ns * ns
30 ns ns ns ns *** **
40 ns ns ns ns * **
48 ns ns ns ns ns ns
72 ns ns ns ns ns ns
96 ns ns ns ns ns ns
140
20 sec
ns ns ns
240 sec
ns ns ns
30 ns ns ns ns ** **
40 ns ns ns ns * *
48 ns ns ns ns ** *
72 ns * ns ns * ns
96 ns ** ns ns * ns
140
30 sec
ns ** ns
300 sec
ns * ns
30 ns ** ** *** *** ns
40 ns ** ** ns ** *
48 ns * ns ns ** *
72 ns * ns ** ** *
96 ns * ** ** ** *
140
60 sec
ns * **
360 sec
** ** *
30 ns ** ** ns ns ns
40 ns *** * ns ns ns
48 ns * ns * * ns
72 ns * ns * * ns
96 ns * ns * * ns
140
120 sec
ns * ns
420 sec
* * ns
ns: nicht signifikant *: p £ 0,05
V: Vergleich **: p £ 0,01
sec: Sekunden ***: p £ 0,001
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Tab. A6: Ergebnisse der direkten Vorkernmanipulation mit verschiedenen Objektiven:
    Erreichte Zellzahl 25 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Vorkerne (in Sekunden)
Methode 6 K 2 4 6 8 10 20 30
Mittelwert
± STABW
1,9
± 0,2
1
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,1
± 0,3
1,0
± 0,0
1,1
± 0,4
Min. 1 1 1 1 1 1 1 1
Max. 2 1 1 1 1 2 1 2
n 18 10 10 10 10 9 8 8
Methode 7
Mittelwert
± STABW
2,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 2 1 1 1 1 1 1 1
Max. 2 1 1 1 1 1 1 1
n 12 7 8 8 8 8 8 6
Methode 8
Mittelwert
± STABW
1,3
± 0,5
1,0
± 0,0
1,1
± 0,4
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 1 1 1 1 1 1 1 1
Max. 2 1 2 1 1 1 1 1
n 12 7 7 7 6 6 5 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
Tab. A7: Ergebnisse der direkten Vorkernmanipulation mit verschiedenen Objektiven:
    Erreichte Zellzahl 30 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Vorkerne (in Sekunden)
Methode 6 K 2 4 6 8 10 20 30
Mittelwert
± STABW
3,9
± 0,5
1,6
± 0,5
1,9
± 0,3
1,9
± 0,3
1,7
± 0,5
1,7
± 0,5
1,5
± 0,5
1,3
± 0,5
Min. 2 1 1 1 1 1 1 1
Max. 4 2 2 2 2 2 2 2
n 18 10 10 10 10 9 8 8
Methode 7
Mittelwert
± STABW
2,7
± 1,0
1,3
± 0,5
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,1
± 0,4
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 2 1 1 1 1 1 1 1
Max. 4 2 1 1 2 1 1 1
n 12 7 8 8 8 8 8 6
Methode 8
Mittelwert
± STABW
2,8
± 1,0
1,3
± 0,5
1,3
± 0,5
1,1
± 0,4
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 2 1 1 1 1 1 1 1
Max. 4 2 2 2 1 1 1 1
n 12 7 7 7 6 6 5 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
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Tab. A8: Ergebnisse der direkten Vorkernmanipulation mit verschiedenen Objektiven:
    Erreichte Zellzahl 40 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Vorkerne (in Sekunden)
Methode 6 K 2 4 6 8 10 20 30
Mittelwert
± STABW
8
± 0,0
3,0
± 1,1
2,6
± 1,0
2,6
± 1,0
1,9
± 0,3
2,2
± 0,7
2,1
± 0,8
1,6
± 0,5
Min. 8 2 2 2 1 2 1 1
Max. 8 4 4 4 2 4 4 2
n 18 10 10 10 10 9 8 8
Methode 7
Mittelwert
± STABW
8,0
± 0,0
3,1
± 1,1
1,8
± 0,5
1,6
± 0,5
1,6
± 0,5
1,4
± 0,5
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 8 2 1 1 1 1 1 1
Max. 8 4 2 2 2 2 1 1
n 12 7 8 8 8 8 8 6
Methode 8
Mittelwert
± STABW
6,3
± 2,1
1,6
± 0,5
1,4
± 0,5
1,1
± 0,4
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 4 1 1 1 1 1 1 1
Max. 8 2 2 2 1 1 1 1
n 12 7 7 7 6 6 5 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:     höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
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Tab. A9: Übersicht zur statistischen Prüfung der Entwicklungsfähigkeit der manipulierten
                Eizellen nach direkter Vorkernmanipulation mit verschiedenen Objektiven
Test auf signifikante Unterschiede
Einwirkzeit
(in Sekunden)
 h p.c.
V: M6-M7 V: M6-M8 V: M7-M8
25 ns ns ns
30 ns ns ns
40 ns * *
2
48 ns * *
25 ns ns ns
30 ** ns ns
40 * ** ns
4
48 * ** ns
25 ns ns ns
30 *** ** ns
40 * *** ns
6
48 * *** *
25 ns ns ns
30 * ** *
40 ns *** *
8
48 ns *** *
25 ns ns ns
30 ** *** ns
40 ** *** ns
10
48 * *** ns
25 ns ns ns
30 * ns ns
40 ** ** ns
20
48 ** ** ns
25 ns ns ns
30 ns ns ns
40 ** * ns
30
48 ** * ns
ns: nicht signifikant *: p £ 0,05
V: Vergleich **: p £ 0,01
***: p £ 0,001
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Tab. A10:  Ergebnisse der defokusierten Manipulation: Erreichte Zellzahl 25 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
Methode 9 K 2 4 6 8 10 20 30 60 120
Mittelwert
± STABW
2,0
± 0,0
1,4
± 0,5
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,0
± 0,0
Min. 2 1 1 1 1 1 1 1 1
Max. 2 2 1 1 1 1 1 1 1
n 12 7 7 7 7 6 6 6 4
Methode 10
Mittelwert
± STABW
1,9
± 0,3
1,6
± 0,5
1,6
± 0,5
1,6
± 0,5
2,0
± 0,8
1,6
± 0,5
1,8
± 0,5
1,9
± 0,4
1,6
± 0,5
1,8
± 0,4
Min. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Max. 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2
n 16 8 8 8 8 8 8 8 7 5
Methode 11
Mittelwert
± STABW
1,9
± 0,3
1,3
± 0,5
1,3
± 0,5
2,0
± 0,0
1,3
± 0,5
2,0
± 0,0
1,0
± 0,0
1,2
± 0,4
1,4
± 0,5
1,0
± 0,0
Min. 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1
Max. 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1
n 16 7 6 6 6 9 9 10 10 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:      höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
Tab. A11:  Ergebnisse der defokusierten Manipulation: Erreichte Zellzahl 30 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
Methode 9 K 2 4 6 8 10 20 30 60 120
Mittelwert
± STABW
4,0
± 0,0
2,0
± 0,0
2,0
± 0,0
1,4
± 0,5
1,6
± 0,5
1,2
± 0,4
1,2
± 0,4
1,2
± 0,4
1,0
± 0,0
Min. 4 2 2 1 1 1 1 1 1
Max. 4 2 2 2 2 2 2 2 1
n 12 7 7 7 7 6 6 6 4
Methode 10
Mittelwert
± STABW
4,0
± 0,0
3,8
± 0,7
3,8
± 0,7
3,4
± 1,1
3,0
± 1,1
3,1
± 1,2
3,4
± 1,2
3,3
± 1,2
2,7
± 1,3
2,2
± 0,8
Min. 4 2 2 1 1 1 1 1 1 1
Max. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3
n 16 8 8 8 8 8 8 8 7 5
Methode 11
Mittelwert
± STABW
4,0
± 0,0
2,9
± 1,1
2,7
± 1,0
2,7
± 1,0
2,5
± 1,2
2,9
± 1,1
1,8
± 1,0
1,8
± 0,9
2,3
± 1,3
1,0
± 0,0
Min. 4 2 2 2 1 2 1 1 1 1
Max. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 1
n 16 7 6 6 6 9 9 10 10 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:      höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
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Tab. A12:  Ergebnisse der defokusierten Manipulation: Erreichte Zellzahl 40 h p.c.
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida in (Sekunden)
Methode 9 K 2 4 6 8 10 20 30 60 120
Mittelwert
± STABW
8,0
± 0,0
3,4
± 1,0
3,1
± 1,1
2,1
± 0,4
1,6
± 0,5
1,5
± 0,5
1,2
± 0,4
1,3
± 0,5
1,0
± 0,0
Min. 8 2 2 2 1 1 1 1 1
Max. 8 4 4 3 2 2 2 2 1
n 12 7 7 7 7 6 6 6 4
Methode 10
Mittelwert
± STABW
8,0
± 0,0
7,5
± 1,4
6,8
± 1,8
6,0
± 2,1
6,3
± 2,2
5,8
± 2,5
6,3
± 2,3
6,3
± 2,0
5,1
± 2,3
2,6
± 1,1
Min. 8 4 4 4 2 2 2 4 2 1
Max. 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4
n 16 8 8 8 8 8 8 8 7 5
Methode 11
Mittelwert
± STABW
8,0
± 0,0
6,3
± 2,1
5,3
± 2,1
5,3
± 2,1
5,7
± 2,7
6,4
± 2,4
2,8
± 2,1
4,1
± 1,7
3,9
± 3,0
1,0
± 0,0
Min. 8 4 4 4 2 2 1 1 1 1
Max. 8 8 8 8 8 8 8 8 8 1
n 16 7 6 6 6 9 9 10 9 4
STABW: Standardabweichung Min.: geringste Blastomerenanzahl
K: Kontrolleizellen Max.:      höchste Blastomerenanzahl
n:           Anzahl
Tab. A13:  Maximal erreichte Entwicklungsstadien mit M10 und M11 (72 h p.c.)
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
K
(nxZt.)
2
(nxZt.)
4
(nxZt.)
6
(nxZt.)
8
(nxZt.)
10
(nxZt.)
20
(nxZt.)
30
(nxZt.)
60
(nxZt.)
120
(nxZt.)
Methode 10
7xM
7x32
2x16
2xM
1x32
5x16
2xM
1x32
5x16
8x16 5x163x8
5x16
2x8
1x4
5x16
2x8
1x4
7x8
1x4
5x8
2x4
3x4
2x2
Methode 11
9xM
7x32
1xM
3x32
3x16
2x32
4x16
3x32
3x16
3x32
2x16
1x8
4x32
4x16
1x8
2x32
3x16
3x8
1x1
3x16
4x8
2x4
1x1
2x16
1x8
1x4
2x2
3x1
4x1
n: Anzahl B: Blastozyste
Zt. Zellteilungsstadium M: Morula
K: Kontrolleizellen
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Tab. A14: Maximal erreichte Entwicklungsstadien mit M10 und M11 (96 h p.c.)
Lasereinwirkzeit auf die Zona pellucida (in Sekunden)
K
(nxZt.)
2
(nxZt.)
4
(nxZt.)
6
(nxZt.)
8
(nxZt.)
10
(nxZt.)
20
(nxZt.)
30
(nxZt.)
60
(nxZt.)
120
(nxZt.)
Methode 10
13xM
3x32
4xM
2x32
2x16
3xM
1x32
4x16
1x32
7x16
5x16
3x8
6x16
2x8
6x16
1x8
1x4
1x16
6x8
1x4
1x16
4x8
2x4
1x16
2x4
2x2
Methode 11
14xM
2x32
5xM
2x32
4xM
2x32
3xM
3x32
3xM
2x32
1x16
4xM
2x32
2x16
1x8
2xM
4x32
2x16
1x1
2x32
4x16
2x8
1x4
1x1
2x16
1x8
1x4
2x2
3x1
4x1
n: Anzahl B: Blastozyste
Zt. Zellteilungsstadium M: Morula
K: Kontrolleizellen
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Tab. A15a: Übersicht zur statistischen Prüfung der Entwicklungsfähigkeit der manipulierten
                    Eizellen nach defokusierter  Vorkernmanipulation
Test auf signifikante Unterschiede
Einwirkzeit
(in Sekunden)
 h p.c.
V: M6-M9 V: M6-M10 V: M6-M11 V: M9-M10 V: M9-M11 V: M10-M11
25 * ** ns ns ns ns
30 ns ** ns *** ns ns
40 ns ** * ** * ns
48 ns ** ** ** ** ns
72 ns
96 ns
2
140 ns
25 ns ** ns ** ns ns
30 ns *** ns *** ns *
40 ns ** * ** ns ns
48 ns *** *** ** * ns
72 ns
96 ns
4
140 ns
25 ns ** *** ** *** ns
30 * *** ns ** * *
40 ns ** * ** ** ns
48 ns *** *** *** ** **
72 *
96 **
6
140 **
25 ns ** ns * ns ns
30 ns ** ns * ns ns
40 ns ** ** * * ns
48 ns *** ** ** * ns
72 ns
96 *
8
140 *
25 ns * *** * *** *
30 ns * * * ** ns
40 ns ** ** * ** ns
48 ns *** ** ** * *
72 ns
96 *
10
140 *
25 ns ** ns ** ns ***
30 ns ** ns * ns *
40 ns * ns * * ns
48 * ** * ** * *
72 ns
96 ns
20
140 ns
25 ns ** ns *** ns **
30 ns * ns * ns *
40 ns ** ** ** ** ns
48 ns ** ** ** * ns
72 ns
96 ns
30
140 ns
ns: nicht signifikant            *: p £ 0,05
V: Vergleich            **: p £ 0,01
                                                                                                                            ***: p £ 0,001
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Tab. A15b: Übersicht zur statistischen Prüfung der Entwicklungsfähigkeit der manipulierten
                    Eizellen nach defokusierter  Vorkernmanipulation
Test auf signifikante Unterschiede
Einwirkzeit
(in Sekunden)
Beobachtungs-
zeitpunkt
( h p.c. ) Vergleich M10-M11
25 ns
30 ns
40 ns
48 ns
72 ns
96 ns
60
140 ns
25 *
30 ns
40 ns
48 *
72 *
96 *
120
140 *
ns: nicht signifikant *: p £ 0,05
V: Vergleich **: p £ 0,01
***: p £ 0,001
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